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(57) Abstract 



Composition comprising two pathogenic and/or infectious agents associated with multiple sclerosis, namely, a first agent comprising a 
human virus with reverse transcriptase activity, and related to a family of endogenous retroviral elements, or a variant thereof, and a second 
agent, or a variant thereof, wherein the two said pathogenic and/or infectious agents originate from the same viral strain selected from 
the strains respectively designated as POL-2, registered on 22.07.1992 with ECACC under accession number V92072202, and MS7PG, 
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(57) Abrege 

Composition comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants associ6s a la sclerose en plaques, a savoir, un premier agent qui 
consiste en un virus humain, poss6dant une activity transcriptase inverse, et apparent^ a une famille d'616ments r&roviraux endogenes, 
ou un variant dudit virus, et un second agent, ou un variant dudit second agent, ces deux agents pathogenes et/ou infectants 6tant issus 
d'une m6me souche virale choisie parmi les souches d6nomm6es respectivement POL-2, deposee le 22.07.1992 aupres de TECACC sous le 
numero d'acces V92072202 et MS7PG deposee le 08.01.93 aupres de l'ECACC sous le numero d'acces V93010816, et parmi leurs souches 
variantes. 
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Virus MSRVl et agent pathogene et/ou infectant MSRV2 
associes a la sclerose en plaques, leurs constituants 
nucleiques et leur applications 

La Sclerose en Plaques (SEP) est une maladie 
demyelinisante du systeme nerveux central (SNC) dont la 
cause reste encore inconnue. 

De nombreux travaux ont etaye l 1 hypo these d'une 
5 etiologie virale de la maladie, mais aucun des virus 
connus testes ne s'est avere etre l f agent causal 
recherche : tine revue des virus recherches depuis des 
annees dans la SEP a 6t€ faite par E. Norrby (1) et. R.T- 
Johnson (2) . 

10 Parallelement, la possibility d'un facteur 

exogene et/ou infectieux est suggeree par 1 % existence 
d'epidemies local isees ou "clusters" de SEP, comme ce qui 
a 6t6 observe dans les lies Feroes entre 1943 et 1960 (3), 
en Sardaigne (4) , en Norvege (5) , ainsi que par les etudes 

15 sur les populations migrantes (6) • Parmi tous les facteurs 
exogenes suggeres, les virus ont ete €tudi£s le plus 
sou vent et une eVtiologie virale est classiguement 6voquee. 

Ii« observation, dans la SEP, de phenomenes 
assimilables ,£l une reaction d'auto-inmunite a conduit & 

20 une hypo these e/tiologique auto-immune w essentielle w (7 et 
8) • Cependant, cette auto-immunite dirig€e contre certains 
composants du SNC s'est rev§16e peu specif ique de la SEP 
et frequente dans les inflammations du SNC, associees ou 
non a une infection (9, 10 , 11 et 12), De plus, aucune des 

25 therapeutiques immuno-suppressives n'a permis d'obtenir 
des resultats decisifs contre la SEP (13) . II semble 
maintenant probable que les manifestations "auto-immunes M 
sont induites par un mecanisme d'origine virale : co- 
sensibilisation a des determinants viraux associes a des 

30 molecules d'origine cellulaire, phenomenes de mimetisme 
moleculaire, (14) ou par expression de superantigenes 
retroviraux (IS) . 

Des travaux ont etaye une hypothese selon 
laquelle un retrovirus serait a I'origine de la maladie: 

35 la decouverte recente (16) de syndromes neurologiques 
associes au virus HTLV-I , connu a I'origine comme agent de 
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leucemies T de l'adulte, a conduit de nombreux auteurs 
(17, 18, 19, 20, 21 22, 23) a rechercher une implication 
de ce retrovirus humain dans la SEP, cependant sans succes 
ou avec des resultats evoquant des reactions croisees. 

5 Recemment, un retrovirus, different des 

retrovirus humains connus a ete isole chez des patients 
atteints de SEP (24, 25 et 26). Les auteurs ont aussi pu 
montrer que ce retrovirus pouvait etre transmis in vitro, 
que des patients atteints de SEP produisaient des 

0 anticorps susceptibles de reconnaitre des proteines 
associees a 1' infection des cellules leptomeningees par ce 
retrovirus, et que 1' expression de ce dernier pouvait etre 
fortement stimulee par les genes immediats-precoces de 
certains herpesvirus (27) . 

5 Tous ces resultats plaident en faveur du role 

dans la SEP d'au moins un retrovirus inconnu ou d'un virus 
ayant une activite transcriptase inverse detectable selon 
la methode publiee par H. Perron (24) et qualifiee 
d'activite "RT de type LM7". Le contenu de la publication 

0 identifiee par (24) est incorpore a la presente 
description, par reference. 

Recemment, les travaux de la Demanderesse ont 
permis d'obtenir deux lignees continues de cellules 
infectees par des isolats naturels provenant de deux 

5 patients differents atteints de SEP, par un procede de 
culture tel que decrit dans le document WO-A-9320188 , dont 
le contenu est incorpore par reference a la presente 
description. Ces deux lignees derivees de cellules de 
plexus-choroides humains, denommees LM7PC et PLI-2 ont ete 

0 deposees a l'E.C.A.C.C. respectivement le 22 juillet 1992 
et le 8 janvier 1993, sous les numeros 92072201 et 
93010817, conformement aux dispositions du traite de 
Budapest. Par ailleurs, les isolats viraux possedant une 
activite RT de type LM7 ont egalement ete deposes a 

5 l'E.C.A.C.C. sous la denomination globale de "souches". La 
"souche" ou isolat heberge par la lignee PLI-2, denommee 
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POL-2, a ete deposee le 22 juillet 1992 sous le 

* n° V92072202. La "souche" ou isolat heberge par la lignee 
(j LM7PC, denommee MS7PG, a ete deposee le 8 janvier 1993 

* sous le n° V93010816. 

5 A partir des cultures et des isolats precites, 

caracterises par des criteres biologiques et 
morphologiques, on s ' est ensuite attache a caracteriser le 
materiel nucleique associe aux particules virales 
produites dans ces cultures, 
10 Ainsi, les objets de 1 1 invention sont les 

suivants : 

(i) en tant que materiel biologique, la 
composition comprenant deux agents pathogenes et/ou 
infectants, a I'etat isole ou purifie, associes a la 

15 sclerose en plaques, a savoir, un premier agent qui 
consiste en un virus humain, possedant une activite 
transcriptase inverse, et apparente a une famille 
d 1 elements retroviraux endogenes, ou un variant dudit 
virus, et un second agent, ou un variant dudit second 

20 agent, ces deux agents pathogenes et/ou infectants etant 
issus d'une meme souche virale choisie parmi les souches 
denommees respectivement POL-2 , deposee le 22.07.1992 
aupres de I'ECACC sous le numero d'acces V92 072202, et 
MS7PG deposee le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numero 

25 d'acces V93010816, et parmi leurs souches variantes, 

(ii) en tant que materiel biologique, la 
composition comprenant deux agents pathogenes et/ou 
infectants, a l'etat isole ou purifie, associes a la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier agent consistant 

30 en un virus humain possedant une activite transcriptase 
inverse, et apparente a une famille d 1 elements retroviraux 
endogenes, ou un variant dudit virus, et un second agent, 
ou un variant dudit second agent, ces deux agents 
pathogenes et/ou infectants etant produits par une meme 

35 lignee cellulaire choisie parmi les lignees denommees 
respectivement PLI-2 deposee le 22.07.1992 aupres de 
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l'ECACC sous le numero d'acces 92072201, et LM7PC deposee 
le 08.01.93 aupres de l'ECACC sous le numero d'acces 
93010817, et par toutes cultures cellulaires infectees 
susceptibles de produire au moins l'un ou 1 1 autre des 
5 agents pathogenes et/ou infectants, et/ou leurs variants, 

(iii) la composition comprenant deux agents 
pathogenes et/ou infectants, a 1 ' etat isole ou purifie, a 
savoir un premier agent consistant en un virus, ou un 
variant dudit virus , dont le genome comprend une sequence 

10 nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02 , 
SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08 , SEQ ID N09, leurs sequences 
complementaires, et leurs sequences equivalentes , 
notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour 

15 toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 50 % et 
pref erentiellement au moins 7 0 % d'homologie avec une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs 

20 sequences complementaires, et un second agent pathogene 
et/ou infectant, dont le genome comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, et 
SEQ ID N012, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 

25 nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 70 % et pref erentiellement au 
moins 9 0 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, et SEQ ID N012, et 
leurs sequences complementaires, 

30 (iv) un procede de detection d'un premier agent 

pathogene et/ou infectant, et/ou d'un second agent 
pathogene et/ou infectant, associes a la sclerose en 
plaques, caracterise en ce qu'on met en oeuvre au moins un 
fragment nucleique, a savoir un premier fragment dont la 

35 sequence nucleotidique comprend une sequence nucleotidique 
Choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 



WO 95/21256 



PCT/FR95/00142 



SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, leurs sequences complementaires , 
et leurs sequences equivalentes , notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
5 monomeres contigus, au moins 50 % et de preference au 
moins 7 0 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , et leurs sequences 

10 complementaires, et/ou un second fragment dont la sequence 
nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 
sequences complementaires, et leurs sequences 

equivalentes, notammment les sequences nucleotidiques 

15 presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 70 % et de preference au moins 90 % d'homologie avec 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012, et leurs sequences 

complementaires, chacun desdits fragments etant notamment 

20 une sonde, 

(v) une composition diagnostique, prophylactique 
ou therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins un fragment nucleique, a savoir un premier fragment 
nucleique dont la sequence nucleotidique comprend une 

25 sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08 , SEQ ID N09 , leurs 
sequences complementaires, et les sequences equivalentes, 
notammment une sequence nucleotidique presentant, pour 

30 toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 50 % et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec une sequence 
nucleotidique choisie ■ parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08 , SEQ ID N09, et leurs sequences 

35 complementaires, et/ou un second fragment nucleique dont 
la ( sequence nucleotidique comprend une sequence 
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nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 
SEQ ID N012, leurs sequences complementaires, et les < 
sequences equivalentes , notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 #• 
5 monomeres contigus, au moins 70 % et de preference au 
moins 90 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, et 
leurs sequences complementaires, 

(vi) un procede pour detecter et/ou identifier 

10 une association d 1 agents pathologiques et/ou infectants, 
associes a la sclerose en plaques, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu f on met en contact un ARN 
et/ou un ADN presume appartenir a au moins un dit agent 
pathologique et/ou infectant, et/ou leur ARN et/ou ADN 

15 complementaire, avec une composition comprenant un premier 
fragment nucleotidique et un second fragment 
nucleotidique, la sequence nucleotidique dudit premier 
fragment comprenant une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04, 

20 SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 50 % et de preference au 

25 moins 7 0 % d ! homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , et leurs sequences 

complementaires, et la sequence nucleotidique dudit second 

30 fragment comprenant une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 
sequences complementaires, et leurs sequences 

equivalentes, notammment les sequences nucleotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 

35 moins 70 % et de preference au moins 90 % d'homologie avec 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
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SEQ ID N011, SEQ ID N012, et leurs sequences 

* complementaires , 

(vii) un procede de detection dans un echantillon 
biologique d'un premier agent pathologique et/ou 

5 infectant, et/ou d'un second agent pathologique et/ou 
infectant, associes a la sclerose en plaques, caracterise 
en ce qu'on met en oeuvre une composition comprenant un 
premier polypeptide code de maniere partielle ou totale 
par le premier fragment nucleotidique def ini en (vi) , 
10 et/ou un second polypeptide code de maniere partielle ou 
totale par le deuxieme fragment nucleotidique egalement 
def ini en (vi) , 

(viii) une composition diagnostique , 
prophylactique ou therapeutique , cairacterisee en ce 

15 qu'elle comprend le premier polypeptide et/ou le second 
polypeptide, definis en (vii) precedent, ou en ce qu'elle 
comprend un premier ligand, notamment anticorps, 
specif ique dudit premier polypeptide, et/ou un second 
ligand , notamment anticorps , specif ique dudit second 

20 polypeptide, 

(ix) une lignee cellulaire, denommee PLI-2, telle 
que deposee le 22.07.1992, aupres de l'ECACC sous le 
numero d 1 acces 92072201 , ou toute lignee cellulaire 
derivee, ou toute progeniture de cette lignee, pour autant 

25 que ces lignees et progenitures soient capables de 
produire un anticorps obtenu a partir de la dite lignee 
PLI-2, ou tout autre anticorps presentant une reaction 
immunologique croisee avec ledit anticorps, 

(x) une souche virale, denommee POL-2 telle que 
30 deposee le 22.07.1992, aupres de l'ECACC sous le numero 

d'acces V92072202., ou toute souche derivee, ou toute 

# progeniture de cette souche, pour autant que ces souches 
et progenitures soient capables de produire un antigene 
obtenu a partir de la dite souche POL-2 , ou tout autre 

35 antigene presentant une reaction immunologique croisee 
avec ledit antigene, 
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(xi) une lignee cellulaire, denommee LM7PC , telle 

que deposee le 08.01,1993, aupres de 1 1 ECACC sous le * 
numero d'acces 93 010817, ou toute lignee cellulaire 
derivee, ou toute progeniture de cette lignee, pour autant 
5 que ces lignees et progenitures soient capables de 
produire un anticorps obtenu a partir de la dite lignee 
LM7PC, ou tout autre anticorps presentant une reaction 
immunologique croisee avec ledit anticorps, 

(xii) une souche virale, denommee MS7PG, telle 
10 que deposee le 08.01.1993, aupres de 1 ! ECACC sous le 

numero d'acces V93010816, ou toute souche derivee, ou 
toute progeniture de cette souche, pour autant que ces 
souches et progenitures soient capables de produire un 
antigene obtenu a partir de la dite souche MS7PG, ou tout 
15 autre antigene presentant une reaction immunologique 
croisee avec ledit antigene, 

(xiii) en tant que materiel biologique, et a 
l'etat purifie ou isole, un materiel viral, possedant une 
activite transcriptase inverse, associe a une famille 

20 d 1 elements retroviraux endogenes, et associe a la sclerose 
en plaques, issu d'une souche virale possedant une 
activite transcriptase inverse, choisie parmi l'une 
quelconque des souches POL-2 et MS7PG precitees, et les 
souches variantes consistant en des virus comprenant au 

25 moins un antigene qui est reconnu par au moins un 
anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant 
de l'un ou 1 1 autre des virus desdites souches virales, 

(xiv) en tant que materiel biologique, et a 
l'etat purifie ou isole, un materiel viral possedant une 

30 activite transcriptase inverse, associe a une famille 
d' elements retroviraux endogenes, associe a la sclerose en 
plaques, produit par l'une quelconque des lignees 
cellulaires PLI-2 et LM7PC, ou par toute culture 
cellulaire infectee susceptible de produire un virus 

35 comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au 
moins un anticorps dirige contre au moins un antigene 
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correspondant de l'un ou 1 1 autre des virus produits par 
lesdites lignees PLI-2 , 

(xv) un materiel viral caracterise en ce que son 
genome comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 

5 SEQ ID N01, SEQ ID N02 , SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08 , 

SEQ ID N09, leurs sequences complementaires , et leurs 
sequences equivalentes , notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 

10 monomeres contigus, au moins 50 % et pref erentiellement au 
moins 7 0 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02 , SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

15 complementaires , 

(xvi) un materiel retroviral, associe a la 
sclerose en plaques, caracterise en ce que le gene pol de 
son genome comprend une sequence nucleotidique 
equivalente, et notamment presentant au moins 50 % 

20 d'homologie, de preference au moins 65%, avec une sequence 
nucleotidique appartenant au gene pol du genome du 
retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, 

(xvii) un materiel retroviral associe a la 
sclerose en plaques, caracterise en ce que le gene pol de 

25 son genome code pour une sequence peptidique presentant au 
moins 50 %, et de preference au moins 7 0 % d'homologie 
avec une sequence peptidique codee par le gene pol du 
genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, 

(xviii) un materiel retroviral associe a la 
30 sclerose en plaques, caracterise en ce que le gene pol de 

son genome code pour une sequence peptidique presentant, 
pour toute suite contigue d'au moins 3 0 acides amines, au 
moins 50 % et de preference au moins 70 % d'homologie avec 
une sequence peptidique codee par une sequence 
35 nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, 
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SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 
complementaires , 

(xix) un fragment nucleotidique, dont la sequence 
nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie 
5 parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02 , SEQ ID N03, SEQ ID N04 , 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08 , 

SEQ ID N09, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 

10 monomeres contigus, au moins 50%, et de preference au 
moins 70% d'homologie, avec une sequence choisie parmi 
SEQ ID N01, SEQ ID N02 , SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, et leurs sequences complementaires, 

15 (xx) une amorce specif ique pour 1 1 amplification 

par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel 
viral decrit ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence nucleotidique identique ou 
equivalente a au moins une partie de la sequence 

20 nucleotidique d'un fragment decrit en (xix) , notamment une 
sequence nucleotidique presentant, pour toute suite de 10 
monomeres contigus, au moins 7 0% d'homologie avec au moins 
une partie dudit fragment; une amorce pref erentielle de 
1' invention comprend une sequence nucleotidique choisie 

25 parmi SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, 
SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, 
SEQ ID N024, SEQ ID N025, SEQ ID N026, SEQ ID N031, 
SEQ ID N032, SEQ ID N033, et leurs sequences 

complementaires , 

30 (xxi) une sonde susceptible de s'hybrider 

specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un materiel viral 
decrit ci-dessus, caracterisee ce qu'elle comprend une 
sequence nucleotidique identique ou equivalente a au moins 
une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment 

35 decrit en (xix) , notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
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sequences complementaires , et leurs sequences 

equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 70%, et de preference au moins 90% d 1 homologie , avec 
5 une sequence choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, 
SEQ ID N012, et leurs sequences complementaires, 

(xxix) une amorce specif ique pour 1 1 amplification 
par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un agent 
pathogene et/ou infectant def ini en (xxv) , ou (xxvi) ou 

10 (xxvii) , caracterisee en ce qu ! elle comprend une sequence 
nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment decrit 
en (xxviii) , notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 

15 moins 9 0% d 1 homologie avec au moins une partie dudit 
fragment; une amorce pref erentielle selon 1 1 invention 
comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N013, SEQ ID N014, SEQ ID N015, SEQ ID N027, 
SEQ ID N028, SEQ ID N029, SEQ ID N030, SEQ ID N034, 

20 SEQ ID N035, SEQ ID N036, SEQ ID N037, et leurs sequences 
complementaires , 

(xxx) une sonde susceptible de s'hybrider 
specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un agent pathogene 
et/ou infectant def ini en (xxv) , ou (xxvi) ou (xxvii) , 

25 caracterisee ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment decrit 
en (xxviii) , notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 

30 moins 90% d 1 homologie avec au moins une partie dudit 
fragment; une sonde pref erentielle selon 1 1 invention 
comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N013, SEQ ID N014, 
SEQ ID N015, SEQ ID N027, SEQ ID N028, SEQ ID N029, 

35 SEQ ID N030, SEQ ID N034, SEQ ID N035, SEQ ID N036, 
SEQ ID N037, et leurs sequences complementaires, 
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(xxxi) 1 'utilisation d'une sonde decrite en 
(xxx), et/ou d'une amorce decrite en (xxix) , pour detecter 
et/ou identifier, dans un echantillon biologique, un agent 
pathologique et/ou infectant def ini en (xxv) , ou (xxvi) ou 

5 (xxvii) , 

(xxxii) un procede pour detecter, separer ou 
identifier, dans un echantillon biologique, 1' agent 
pathogene et/ou infectant def ini en (xxv) , ou (xxvi) ou 
(xxvii), caracterise en ce qu'on met en contact un ARN 

10 et/ou un ADN presume appartenir audit agent, et/ou leur 
ADN et/ou ARN complementaires, avec au moins une sonde 
decrite en (xxx) ; selon une mise en oeuvre avantageuse, 
avant de mettre en contact 1 1 ARN et/ou 1 1 ADN ou leur ADN 
et/ou ARN complementaire, avec la sonde, on hybride ledit 

15 ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
d f amplification decrite en (xxxi), et on amplifie ledit 
ARN et/ou ADN, 

(xxxiii) un procede pour quantifier, dans un 
echantillon biologique, 1' expression d'un agent infectant 

20 et/ou pathogene associe a la sclerose en plaques, def ini 
en (xxv), ou (xxvi) ou (xxvii), caracterise en ce qu'on 
met en contact un ARN et/ou un ADN specif ique audit agent 
et/ou leur ADN et/ou ARN complementaires, avec au moins 
une sonde decrite en (xxx) , et on amplifie ledit ARN et/ou 

25 ADN, 

(xxxiv) une composition diagnostique, 
prophylactique ou therapeutique, notamment pour inhiber 
l 1 expression d'au moins un agent pathogene et/ou infectant 
associe a la sclerose en plaques, caracterisee en ce 

30 qu'elle comprend au moins une sonde decrite en (xxi) , ou 
une sonde decrite en (xxx) , et/ou au moins une amorce 
decrite en (xx) ou une amorce decrite en (xxix) , 

(xxxv) un ARN ou ADN, et notamment vecteur de 
replication, comprenant un fragment decrit en (xix) ou un 

35 fragment decrit en (xxviii) , 
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moins 70% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment; une sonde pref erentielle selon 1 1 invention 
comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

5 SEQ ID N07, SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, 

SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, 
SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025, SEQ ID N026, 
SEQ ID N031, SEQ ID N03 2, SEQ ID N03 3, et leurs sequences 
complementaires , 

10 (xxii) 1 ' utilisation d'une sonde decrite en 

(xxi) , ou d'une amorce decrite en (xx) , pour detecter, 
separer ou identifier, dans un echantillon biologique, un 
materiel viral defini ci-dessus, 

(xxiii) un procede pour detecter, separer ou 

15 identifier, dans un echantillon biologique, le matetiel 
viral defini ci-dessus, caracterise en ce qu f on met en 
contact un ARN et/ou un ADN presume appartenir audit 
virus, et/ou leur ADN et/ou ARN complementaire, avec au 
moins une sonde decrite en (xxi) ; selon une mise en oeuvre 

20 avantageuse, avant de mettre en contact 1 1 ARN et/ou 1 1 ADN 
ou leur ADN et/ou ARN complementaire, avec la sonde, on 
hybride ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
d' amplification decrite en (xx) , et on amplifie ledit ARN 
et/ou ADN, 

25 (xxiv) un procede pour quantifier, dans un 

echantillon biologique, 1' expression d'un materiel viral, 
associe a la sclerose en plaques, defini precedemment , 
caracterise en ce qu 1 on met en contact un ARN et/ou un ADN 
specif ique audit virus et/ou leur ADN et/ou ARN 

30 complementaires, avec au moins une sonde decrite en (xxi) , 
eventuellement on amplifie, et on detecte ledit ARN et/ou 
ADN, 

(xxv) en tant que materiel biologique, et a 
l'etat isole ou purifie, un agent pathogene et/ou 
35 infectant, different du materiel viral selon (xiii) , ou 
(xiv) ou (xv) ou (xvi) ou (xvii) ou (xix) , associe a la 
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sclerose en plaques, issu de 1 1 une quelconque des souches 
virales POL- 2 et MS7PG precitees, et les souches variantes 
consistant en des agents pathogenes et/ou infectants 
comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au 
5 moins un anticorps dirige contre au moins un antigene 
correspondant de l'un ou l f autre des agents pathogenes 
et/ou infectants desdites souches virales, respectivement 
differents de l'un ou l 1 autre materiel viral desdites 
souches. 

10 (xxvi) en tant que materiel biologique, et a 

I'etat isole ou purifie, un agent pathogene et/ou 
infectant, different du materiel viral selon (xiii) , ou 
(xiv) ou (xv) ou (xvi) ou (xvii) ou (xix) , associe a la 
sclerose en plaques, produit par l'une quelconque des 

15 lignees cellulaires PLI-2 et LM7PC precitees, et toutes 
les cultures cellulaires infectees susceptibles de 
produire un agent pathogene et/ou infectant comprenant au 
moins un antigene qui est reconnu par au moins un 
anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant 

20 de l'un ou 1' autre des agents pathogenes et/ou infectants 
produits par lesdites lignees PLI-2 et LM7PC, 
respectivement differents de l'un ou 1 1 autre materiel 
viral desdites souches, 

(xxvii) un agent pathogene et/ou infectant 
25 caracterise en ce qu'il comprend un acide nucleique 

comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012 , leurs sequences 
complementaires, et leurs sequences equivalentes, 
notamment les sequences nucleotidiques , presentant au 
30 moins 70 % et pref erentiellement au moins 90 % d'homologie 
avec une sequence nucleotidique comprenant une sequence 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012 et 
leurs sequences complementaires, 

(xxviii) un fragment nucleotidique, caracterise 
35 en ce qu'il comprend une sequence nucleotidique choisie 

parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 
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etre modifie dans l'un au moins des trois elements 
constitutifs ; a titre d'exemple, la modification peut 
intervenir au niveau des bases, generant des bases 
modifiees telles que l'inosine, la methyl-5- 
5 desoxycytidine, la desoxyuridine, la dimethylamino-5- 
desoxyuridine, la diamino-2 , 6-purine, la bromo-5- 
desoxyuridine et toute autre base modifiee favor isant 
1' hybridation; au niveau du sucre, la modification peut 
consister dans le remplacement d'au moins un desoxyribose 
10 par un polyamide (29), et au niveau du groupement 
phosphate, la modification peut consister dans son 
remplacement par des esters, notamment choisis parmi les 
esters de diphosphate, d'alkyl et arylphosphonate et de 
phosphorothioate , 
15 - par "sequence inf ormationnelle" , on entend 

toute suite ordonnee de monomeres, dont la nature chimique 
et l'ordre dans un sens de reference, constituent ou non 
une information f onctionnelle de meme qualite que celle 
des acides nucleiques naturels, 
20 - par hybridation, on entend le processus au 

cours duquel, dans des conditions operatoires appropriees, 
deux fragments nucleotidiques , ayant des sequences suffisamment 
complementaires, s'apparient pour former une structure complexe, 
notamment double ou triple, de preference sous forme d'helice, 
25 - une sonde comprend un fragment nucleotidique 

synthetise par voie chimique ou obtenu par digestion ou 
coupure enzymatique d'un fragment nucleotidique plus long, 
comprenant au moins six monomeres, avantageusement de 10 a 
100 monomeres, de preference 10 a 3 0 monomeres, et 
30 possedant une specif icite d' hybridation dans des 
conditions determinees ; de preference, une sonde 
possedant moins de 10 monomeres n'est pas utilisee seule, 
mais l'est en presence d'autres sondes de taille aussi 
courte ou non ; dans certaines conditions particulieres, 
35 il peut etre utile d'utiliser des sondes de taille 
superieure a 100 monomeres ; une sonde peut notamment etre 
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utilisee a des fins de diagnostic et il s'agira par 
exemple de sondes de capture et/ou de detection, 

- la sonde de capture peut etre immobilisee sur 
un support solide par tout moyen approprie, c'est-a-dire 

5 directement ou indirectement , par exemple par covalence ou 
adsorption passive, 

- la sonde de detection peut etre marquee au 
moyen d'un marqueur choisi notamment parmi les isotopes 
radioactifs, des enzymes notamment choisis parmi la 

10 peroxydase et la phosphatase alcaline et ceux susceptibles 
d'hydrolyser un substrat chromogene, fluorigene ou 
luminescent, des composes chimiques chromophores , des 
composes chromogenes, fluorigenes ou luminescents, des 
analogues de bases nucleotidiques, et la biotine, 

15 - les sondes utilisees a des fins de diagnostic 

de l 1 invention peuvent etre mises en oeuvre dans toutes 
les techniques d 1 hybridation connues et notamment les 
techniques dites "DOT-BLOT" (30), "SOUTHERN BLOT" (31), 
"NORTHERN BLOT" qui est une technique identique a la 

20 technique "SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de l'ARN comme 
cible, la technique SANDWICH (32) ; avantageusement , on 
utilise la technique SANDWICH dans la presente invention, 
comprenant une sonde de capture specif ique et/ou une sonde 
de detection specif ique, etant entendu que la sonde de 

25 capture et la sonde de detection doivent presenter une 
sequence nucleotidique au moins partiellement differente, 

- I 1 invention couvre egalement une sonde 
susceptible de s'hybrider in vivo ou in vitro sur l'ARN 
et/ou sur l'ADN, pour bloquer les phenomenes de 

30 replication, notamment traduction et/ou transcription, 
et/ou pour degrader ledit ADN et/ou ARN, 

- une amorce est une sonde comprenant au moins 
six monomeres, et avantageusement de 10 a 30 monomeres, 
possedant une specif icite d 1 hybridation dans des 

35 conditions determinees, pour l 1 initiation d'une 
polymerisation enzymatique par exemple dans une technique 
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(xxxvi) un polypeptide, ayant au moins 5, et de 
preference 10 acides amines, code par toute sequence 
nucleotidique du genome d»un virus associe a la sclerose 
en plaques, caracterise en ce qu'il est code par au moins 

5 une partie d'un fragment nucleotidique decrit en (xix) ou 
un fragment decrit en (xxviii) , 

(xxxvii) une composition diagnostique, et/ou 
therapeutique et/ou prophylactique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un polypeptide defini en 

10 (xxxvi), ou en ce qu'elle comprend un ligand, notamment 
anticorps, specif ique d»au moins undit polypeptide, 

Avant de detainer 1' invention, differents termes 
utilises dans la description et les revendications sont a 
present definis : 

15 - par souche ou isolat, on entend toute fraction 

biologique infectante et/ou pathogene, contenant par 
exemple des virus et/ou des bacteries et/ou des parasites, 
et generant un pouvoir pathogene et/ou antigenique, 
hebergee par une culture ou un hote vivant ; a titre 

20 d' exemple; une souche virale selon la definition 
precedente peut contenir un agent co-inf ectant , par 
exemple un protiste pathogene, 

- le terme "MSRV" utilise dans la presente 
description designe tout agent pathogene et/ou inf ectant , 

25 associe a la sclerose en plaques, notamment une espece 
virale, les souches attenuees de ladite espece virale, ou 
les particules defectives interf erentes derivees de cette 
espece. II est connu que les virus et particulierement les 
virus contenant de l'ARN ont une variability, consecutive 

30 notamment a des taux relativement eleves de mutation 
spontanee (2 8) , dont il sera tenu compte ci-apres pour 
definir la notion d 1 equivalence, 

- par virus humain, on entend un virus 
susceptible d'infecter I'etre humain, 

35 - compte tenu de toutes les variations naturelles 

ou induites, pouvant etre rencontrees dans la pratique de 
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la presente invention, les objets de cette derniere, 
definis ci-dessus et dans les revendications, ont ete 
exprimes en comprenant les equivalents ou derives des 
differents materiels biologiques definis ci-apres, 
5 notamment des sequences homologues nucleotidiques ou 
peptidiques, 

- le variant d'un virus ou d'un agent pathogene 
et/ou infectant selon 1' invention, comprend au moins un 
antigene reconnu par au moins un anticorps dirige contre 

10 au moins un antigene correspondant dudit virus et/ou dudit 
agent pathogene et/ou infectant, et/ou un genome dont 
toute partie est detectee par au moins une sonde 
d' hybridation, et/ou au moins une amorce d' amplification 
nucleotidique specif ique dudit virus et/ou agent pathogene 

15 et/ou infectant, comme par exemple celles ayant une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N013, a 
SEQ ID N038, et leurs sequences complementaires, dans des 
conditions d' hybridation determinees bien connues de 
l'homme de l'art, 

20 - selon l 1 invention, un fragment nucleotidique ou 

un oligonucleotide ou un polynucleotide est un 
enchalnement de monomeres, ou un biopolymere, caracterise 
par la sequence inf ormationnelle des acides nucleiques 
naturels, susceptibles de s'hybrider a tout autre fragment 

25 nucleotidique dans des conditions predetermines, 
1 1 enchalnement pouvant contenir des monomeres de 
structures chimiques differentes et etre obtenu a partir 
d'une molecule d'acide nucleique naturelle et/ou par 
recombinaison genetique et/ou par synthese chimique, 

30 - ainsi un monomere peut etre un nucleotide 

naturel d'acide nucleique, dont les elements constitutifs 
sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; 
dans l'ARN le sucre est le ribose, dans I'ADN le sucre est 
le desoxy-2-ribose; selon qu f il s'agit de 1 1 ADN ou l'ARN, 

35 la base azotee est choisie parmi 1' adenine, la guanine, 
I'uracile, la cytosine, la thymine; ou le nucleotide peut 
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d" amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction), dans un procede d 1 elongation, tel que le 
sequengage, dans une methode de transcription inverse ou 
analogue, 

5 - deux sequences nucleotidiques ou peptidiques 

sont dites equivalentes ou derivees l'une par rapport a 
l 1 autre, ou par rapport a une sequence de reference, si 
f onctionnellement les biopolymeres correspondants peuvent 
jouer sensiblement le meme role, sans etre identiques, 

10 vis-a-vis de 1 1 application ou utilisation consideree, ou 
dans la technique dans laquelle elles interviennent ; sont 
notamment equivalentes deux sequences obtenues du fait de 
la variability naturelle, notamment mutation spontanee de 
l'espece a partir de laquelle elles ont ete identifiees, 

15 ou induite, ainsi que des sequences homologues, 
l'homologie etant definie ci-apres, 

- par variability, on entend toute modification, 
spontanee ou induite d'une sequence, notamment par 
substitution, et/ou insertion, et/ou deletion de 

20 nucleotides et/ou de fragments nucleotidiques, et/ou 
extension et/ou racourcissement de la sequence a l'une au 
moins des extremites ; une variability non naturelle peut 
resulter des techniques de genie genetique utilisees, par 
exemple du choix des amorces de synthese degenerees ou 

25 non, retenues pour amplifier un acide nucleique; cette 
variability peut se traduire par des modifications de 
toute sequence de depart, consideree comme reference, et 
pouvant etre exprimees par un degre d'homologie par 
rapport a ladite sequence de reference, 

30 - l'homologie caracterise le degre d 1 identity de 

deux fragments nucleotidiques ou peptidiques compares; 
elle se mesure par le pourcentage d' identity qui est 
notamment determine par comparaison direct e de sequences 
nucleoditiques ou peptidiques, par rapport a des sequences 
35 nucleotidiques ou peptidiques de reference, 
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- ce pourcentage d'identite a ete specif iquement 
determine pour les fragments nucleotidiques relevant de la 
presente invention, homologues aux fragments identifies 
par SEQ ID N01 a N09 (MSRV-1) d'une part, et ceux 

5 homologues aux fragments identifies, par SEQ ID NO10 a 
NO 12 (MSRV-2) d 1 autre part, ainsi que pour les sondes et 
amorces homologues aux sondes et amorces identifiees par 
SEQ ID N016 a N026 et SEQ ID N031 a N033 d'une part, et 
aux sondes et amorces identifiees par SEQ ID N013 a N015, 

10 SEQ ID N027 a SEQ ID N03 0, et SEQ ID N034 a N037 d 1 autre 
part ; a titre d'exemple, le plus faible pourcentage 
d'identite observe entre les differents consensus generaux 
en acides nucleiques obtenus a partir de fragments d'ARN 
viral de MSRV-1, issu des lignees LM7PC et PLI-2 selon un 

15 protocole detaille plus loin, est de 67% dans la region 
decrite a la figure 2, 

- tout fragment nucleotidique est dit equivalent 
ou derive d'un fragment de reference, s'il presente une 
sequence nucleotidique equivalente a la sequence de 

20 reference ; selon la definition precedente, sont notamment 
equivalents a un fragment nucleotidique de reference : 

a) tout fragment susceptible de s'hybrider au 
moins partiellement avec le complement du fragment de 
reference 

25 b) tout fragment dont l'alignement avec le 

fragment de reference conduit a mettre en evidence des 
bases contigues idehtiques, en nombre plus important 
qu'avec tout autre fragment provenant d'un autre groupe 
taxonomique 

30 c) tout fragment resultant ou pouvant resulter de 

la variability naturelle de I'espece, a partir de laquelle 
il est obtenu 

d) tout fragment pouvant resulter des techniques 
de genie genetique appliquees au fragment de reference 
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e) tout fragment, comportant au moins huit 
nucleotides contigus, codant un peptide homologue ou 
identique au peptide code par le fragment de reference, 

f) tout fragment different du fragment de 
5 reference, par insertion, deletion, substitution d'au 

moins un monomere, extension, ou raccourcissement a l'une 
au moins de ses extremites; par exemple tout fragment 
correspondant au fragment de reference flanque a l'une au 
moins de ses extremites par une sequence nucleotidique ne 
10 codant pas pour un polypeptide, 

- par polypeptide, on entend notamment tout 
peptide d'au moins deux acides amines, notamment 
oligopeptide, proteine, extrait, separe, ou 
substantiellement isole ou synthetise, par 1 ' intervention 

15 de la main de l'homme, notamment ceux obtenus par synthese 
chimique, ou par expression dans un organisme recombinant, 

- par polypeptide code de maniere partielle par 
un fragment nucleotidique, on entend un polypeptide 
presentant au moins 3 acides amines codes par au moins 9 

20 monomeres contigus compris dans ledit fragment 
nucleotidique , 

- un acide amine est dit analogue a un autre 
acide amine, lorsque leur caracteristiques physico- 
chimiques respectives, telles que polarite, 

25 hydrophobicite, et/ou basicite, et/ou acidite, et/ou 
neutrality, sont sensiblement les memes; ainsi, une 
leucine est analogue a une isoleucine. 

- tout polypeptide est dit equivalent ou derive 
d'un polypeptide de reference, si les polypeptides 

30 compares ont sensiblement les memes proprietes, et 
notamment les memes proprietes antigeniques, 
immunologiques, enzymologiques et/ou de reconnaissance 
moleculaire ; est notamment equivalent a un polypeptide de 
reference : 
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a) tout polypeptide possedant une sequence dont 
au moins un acide amine a ete substitue par un acide amine 
analogue, 

b) tout polypeptide ayant une sequence peptidique 
5 equivalente, obtenue par variation naturelle ou induite 

dudit polypeptide de reference, et/ou du fragment 
nucleotidique codant pour ledit polypeptide, 

c) un mimotope dudit polypeptide de reference, 

d) tout polypeptide dans la sequence duquel un ou 
10 plusieurs acides amines de la serie L sont remplaces par 

un acide amine de la serie D, et vice versa, 

e) tout polypeptide dans la sequence duquel on a 
introduit une modification des chalnes laterales des 
acides amines, telle que par exemple une acetylation des 

15 fonctions amines, une carboxylation des fonctions thiol, 
une esterif ication des fonctions carboxyliques, 

f) tout polypeptide dans la sequence duquel une 
ou des liaisons peptidiques ont ete modifiees comme par 
exemple les liaisons carba, retro, inverso, retro- in verso, 

20 reduites, et methylene-oxy . 

(g) tout polypeptide dont au moins un antigene 
est reconnu par un antigene du polypeptide de reference, 

le pourcentage d'identite caracterisant 
l'homologie de deux fragments peptidiques compares est 
25 selon la presente invention d'au moins 50% et de 
preference au moins 7 0%. 

Etant donne -qu'un virus possedant une activite 
enzymatique transcriptase inverse peut etre genetiquement 
caracterise aussi bien sous forme d'ARN que d'ADN, il sera 
30 fait mention aussi bien de l'ADN que de l'ARN viral pour 
caracteriser les sequences relatives a un virus possedant 
une telle activite transcriptase inverse (MSRV-1) • 

Etant donne que 1' agent pathogene et/ou infectant 
(MSRV)-2 a ete detecte tant en ADN qu'en ARN dans les 
35 cellules infectees, il peut egalement etre caracterise 
sous forme d 1 ADN ou ARN. 
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Les expressions d'ordre utilisees dans la 
presente description et les revendications, telles que 
"premiere sequence nucleotidique" ne sont pas retenues 
pour exprimer un ordre particulier, mais pour definir plus 
5 clairement l 1 invention. 

L' invention sera mieux comprise a la lecture de 
la description detaillee qui va suivre faite en reference 
aux figures annexees dans lesquelles: 

- la figure 1 represente la sequence de type 
10 MSRV-2A obtenue a partir des cultures LM7 selon le 

protocole de Shih, (33) ; cette sequence est identifiee 
sous la reference SEQ ID N010, 

- la figure 2 represente des consensus generaux 
en acides nucleiques des sequences MSRV-1B amplifiees par 

15 la technique PCR dans la region "pol", a partir d f ADN 
viral issu des lignees LM7PC et PLI-2, identifies sous les 
references SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, et 
SEQ ID N06, et le consensus commun avec amorces 
d 1 amplification portant la reference SEQ ID N07, 

20 - la figure 3 represente l'arbre phylogenetique 

des sequences de type MSRV-1B obtenues par PCR dans la 
region "pol" definie par Shih (33) , 

- la figure 4 donne la definition d'une trame de 
lecture f onctionnelle pour chaque famille de type MSRV- 

25 1B/"PCR pol", lesdites families A a D etant definies 
respectivement par les sequences nucleotidiques 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, et SEQ ID N06, 
decrites a la figure 2, 

- la figure 5 donne un exemple de consensus des 
30 sequences de MSRV-2B, identifie par SEQ ID N011, 

la figure 6 est une representation de 
l'activite transcriptase inverse (RT) en dpm 
(disintegration par minute) , dans les fractions de 
saccharose prelevees sur un gradient de purification des 
35 virions produits par les lymphocytes B en culture d'un 
patient atteint de SEP, 
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- la figure 7 donne, dans les memes conditions 
qu'a la figure 6, le dosage de l'activite transcriptase 
inverse dans la culture d'une lignee de lymphocytes B 
obtenue a partir d'un temoin exempt de sclerose en 

5 plaques, 

- la figure 8 represente la sequence 
nucleotidique du clone PSJ17 (SEQ ID N09) 

la figure 9 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID N08 , du clone denomme M003-P004, 

10 - la figure 10 represente la sequence 

nucleotidique SEQ ID N02 du clone Fll-1; la partie reperee 
entre deux f leches dans la region de l 1 amorce correspond a 
une variability imposee par le choix de 1 1 amorce ayant 
servi au clonage de Fll-1; sur cette meme figure, la 

15 traduction en acides amines est representee, 

- la figure 11 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID N01, et une trame f onctionnelle de 
lecture possible en acides amines de SEQ ID N01; sur cette 
sequence, les sequences consensus des transcriptases 

20 inverses retrovirales sont soulignees, 

- la figure 12 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID N012 du clone denomme MSRV2EL1, 

- la figure 13 decomposee en trois planches 
successives 13/18 a 15/18 represente la traduction en 

25 acides amines de SEQ ID NO 12, incluant 1 ' amorce 
SEQ ID N013, selon 6 trames de lecture possibles, 

la figure 14 presente un alignement de la 
sequence MSRV2-A (SEQ ID N010) sur la sequence MSRV2-EL1 
(SEQ ID N012) ; sur cette meme representation, la region 

30 d 'hybridation de 1 1 amorce identifiee sous la reference 
SEQ ID N013, (hormis la queue de clonage) est encadree; 
celle de 1 1 amorce identifiee sous la reference 
SEQ ID N014, est signalee entre des crochets, 

- la figure 15 donne les resultats d'une PCR, 
35 sous forme de photographie sous lumiere ultra-violette 

d'urt gel d 1 agarose impregne de bromure d'ethidium, des 
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produits d 1 amplification obtenus a partir des amorces 
identifiees par SEQ ID N014 et SEQ ID N015, 

- les figures 16 et 17 donnent les resultats 
d'une PCR, sous forme de photographie sous lumiere ultra- 

5 violette d'un gel d 1 agarose impregne de bromure 
d'ethidium, des produits d 1 amplification obtenus a partir 
des amorces identifiees par SEQ ID N016, SEQ ID N017, 
SEQ ID N018, et SEQ ID N019. 

- la figure 18 donne une representation 
10 matricielle de 1» homologie entre SEQ ID NOl de MSRV-1 et 

celle d'un retrovirus endogene denomme HSERV9 ; cette 
homologie d'au moins 65% est mise en evidence par un trait 
plein, 1' absence de trait signifiant une homologie 
inferieure a 65%. 

15 

EXEMPLE 1: OBTENTION DE CLONES MSRV-2 DENOMMES 
MSRV-2 A, PAR AMPLIFICATION DES REGIONS CONSERVEES DES 
GENES D 1 ADN-POLYMERASES ARN-DEPENDANTES , SUR UNE 
PREPARATION D f AGENT INFECTANT PURIFIE A PARTIR DE CULTURE 

20 DE CELLULES DE LA LIGNEE LM7 

L'approche moleculaire a consiste a utiliser une 
technique PCR (33) qui permet d 1 amplifier une region 
relativement conservee du gene pol des retrovirus exogenes 
et endogenes, mais aussi des virus codant pour une enzyme 

25 a activite transcriptase inverse (RT) tels que notamment 
le virus de l'hepatite B et, implicitement , de tout gene 
d 1 ADN polymerase ARN dependante ou d' enzyme, presentant 
des homologies de sequences suffisantes dans les regions 
definies par les amorces d 1 amplification utilisees. Cette 

30 technique PCR a ete utilisee sur les acides nucleiques 
extraits d ' une preparation d 1 agent inf ectant purif iee , 
obtenue selon le protocole (34) a partir des surnageants 
de la culture LM7 d'origine (24) gardes congeles a -80°C 
depuis lors. Les fractions contenant le pic d 1 activite RT 

35 de type LM7 sont reprises dans un volume d'un tampon 
contenant du thiocyanate de guanidine (35) et sont 



WO 95/21256 



PCT/FR95/00142 



26 

stockees a -80°C jusqu'a extraction des acides nucleiques 
selon la technique decrite par P.Chomzynski (35). 

Prealablement a la reaction PCR, l'ARN de 
I'echantillon a ete transcrit en ADN complementaire (ADNc) 

5 avec des amorces dites "random 11 (hexanucleotides en 
melange) a I'aide du Kit 11 cDNA synthesis system plus" 
(Amersham) , selon les instructions du f abricant et en se 
basant sur une valeur approximee a un log pres de la 
quantite d'ARN presente dans 1 1 echantillon. 

10 L 1 ADN obtenu apres amplification PCR de l'ADNc, a 

ete insere dans un plasmide a I'aide du kit TA Cloning® 
(British Biotechnology). Les 2 /xl de solution d 1 ADN ont 
ete melanges avec 5 jxl d'eau distillee sterile, 1 fxl d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 

15 BUFFER", 2 jxl de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 fil de "TA 
DNA LIGASE". Ce melange a ete incube une nuit a 12°C. Les 
etapes suivantes ont ete realisees conformement au 
instructions du kit TA Cloning®. A la fin de la procedure, 
les colonies blanches de bacteries recombinantes ont ete 

20 repiquees pour §tre cultivees et permettre l 1 extraction 
des plasmides incorpores selon la procedure dite de 
"miniprep" (36) . La preparation de plasmide de chaque 
colonie recombinante a ete coupee par une enzyme de 
restriction appropriee et analysee sur gel d 1 agarose. Les 

25 plasmides possedant un insert detecte sous lumiere UV 
apres marquage du gel au bromure d'ethidium, ont ete 
select ionnes pour le sequengage de l 1 insert, apres 
hybridation avec une amorce complementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du "TA cloning 

30 kit". La reaction prealable au sequen9age a ensuite ete 
effectuee selon la methode preconisee pour 1 'utilisation 
du kit de sequen<?age "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le sequengage automatique a ete realise 

35 avec l'appareil "Automatic Sequencer", modele 373 A 
Applied Biosystems selon les instructions du f abricant. 
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Les sequences obtenues ont ensuite ete analysees 
a l'aide des logiciels Mac Vector® et Geneworks® sur 
banque de donnees inf ormatiques Genebank®, pour les 
sequences nucleiques, et Swiss Prot®, pour les sequences 
5 en acides amines deduites des trames de lecture mises en 
evidence dans les sequences nucleiques. L' analyse des 
sequences obtenues a partir de 1 1 echantillon viral 
provenant des surnageants LM7 decongeles, et purifie au 
pic d'activite transcriptase inverse sur gradient de 
10 saccharose, a mis en evidence une population majoritaire 
de clones (environ 42% des clones) , relativement a la 
representativite individuelle des autres sequences 
(tou jours inferieure a 5%, voire 10% pour un petit 
nombre) , et presentant des homologies partielles avec des 
15 retrovirus connus dans la region "pol" attendue. Ce clone 
est denomme MSRV2-A et identifie par SEQ ID N010 
(Cf . Fig. 1) . La region amplif iee entre les amorces PCR 
est homologue a la sequence correspondante MSRV2-B 
identifiee par SEQ ID N011 (Cf. Fig. 5) , decrite dans 
20 1 1 exemple 2 . Les differences observees dans les sequences 
situees au niveau des amorces PCR s'expliquent par 
1 'utilisation d 1 amorces degenerees en melange, utilisees 
dans des conditions techniques differentes. 

L' interrogation de la banque de donnees Genebank® 
25 actualisee a ce jour n'a pas permis de mettre en evidence 
une sequence identique ou presentant des homologies 
signif icatives. 

Cette sequence est presentee dans la figure 1. 
Elle presente un cadre de lecture ouvert en phase avec les 
30 deux amorces PCR retrouvees aux extremites, mais elle est 
plus courte que 1' ensemble des sequences retrovirales 
connues dans la region attendue entre ces amorces. Une 
deletion de 4 5 paires de bases (15 acides amines) y est 
observee a la suite de la sequence de 1 1 amorce amont alors 
35 que les sequences precedant 1 1 amorce aval sont presentes. 
Cependant la trame de lecture est ouverte et ininterrompue 
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sur toute la sequence incluant les amorces et la sequence 
en acides amines deduite presente une homologie 
significative avec la region correspondante des retrovirus 
connus. Dans la sequence interne aux amorces PCR, les 
5 acides amines Glu, Arg, Gin, Pro et Asp, normalement assez 
bien conserves dans cette region pol des retrovirus et des 
virus avec activite transcriptase inverse connus (33) sont 
retrouves conserves aux bonnes positions dans la trame de 
lecture de la sequence originale. 

10 Enfin, etant donne que cette sequence est 

suffisamment divergente des sequences retrovirales deja 
decrites dans les banques de donnees, on peut avancer 
qu'il s'agit d'une sequence appartenant a un nouvel agent 
infectant et/ou pathogene, denomme MSRV-2A. Get agent 

15 s'apparente a priori, d'apres I 1 analyse des sequences 
obtenues, a un retrovirus, mais, etant donnee la technique 
utilisee pour obtenir cette sequence, il peut aussi s'agir 
d'un virus a ARN dont le genome code pour une enzyme qui 
possede accessoirement une activite transcriptase inverse 

20 comme c'est le cas, par exemple, pour le virus de 
l'hepatite B, HBV (33). De plus, le caractere aleatoire 
des amorces degenerees utilisees pour cette technique 
d 1 amplification PGR peut tres bien avoir permis, du fait 
d 1 homologies de sequences imprevues ou de sites conserves 

25 dans le gene d'une enzyme apparentee, 1 ' amplification d'un 
acide nucleique provenant d'un agent pathogene et/ou co- 
inf ectant procaryote ou eucaryote (protiste) . 

EXEMPLE 2: OBTENTION DE CLONES DENOMME S MSRV-1B 
30 ET MSRV-2B, DEFINISSANT RESPECTIVEMENT UN RETROVIRUS MSRV- 
1 ET UN AGENT CO-INFECTANT MSRV2 , PAR AMPLIFICATION PCR 
"NICHEE" DES REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS, SUR 
DES PREPARATIONS DE VIRIONS ISSUES DES LIGNEES LM7PC ET 
PLI-2 

35 Une technique PCR derivee de la technique publiee 

par Shih (33) a ete utilisee* Cette technique permet, par 
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traitement de tous les composants du milieu reactionnel 
par la DNase, d'eliminer toute trace d'ADN contaminant. 
Elle permet parallelement , par 1 1 utilisation d' amorces 
differentes mais chevauchantes dans deux series 

5 successives de cycles d 1 amplifications PCR, d'augmenter 
les chances d' amplifier un ADNc synthetise a partir d'une 
quantite d'ARN faible au depart et encore reduite dans 
l'echantillon par 1' action parasite de la DNAse sur l'ARN. 
En effet, la DNase est utilisee dans des conditions 

10 d'activite en exces qui permettent d'eliminer toute trace 
d 1 ADN contaminant avant inactivation de cette enzyme 
restant dans l'echantillon par chauffage a 85°C pendant 10 
minutes. Cette variante de la technique PCR decrite par 
Shih (33) , a ete utilisee sur un ADNc synthetise a partir 

15 des acides nucleiques de fractions de particules 
infectantes purifiees sur gradient de saccharose selon la 
technique decrite par H. Perron (34) a partir de l'isolat 
"POL-2" (ECACC n°V92072202) produit par la lignee PLI-2 
(ECACC n°92072201) d'une part, et a partir de l'isolat 

20 MS7PG (ECACC n°V93010816) produit par la lignee LM7PC 
(ECACC n°93010817) d 1 autre part. Ces cultures ont ete 
obtenues selon les methodes ayant fait l'objet des 
demandes de brevet publiees sous les n° WO 93/20188 et WO 
93/20189. 

25 Apres clonage avec le TA Cloning Kit® des 

produits amplifies par cette technique et analyse de la 
sequence a l'aide du -sequencpeur automatique selon ce qui 
est decrit dans I'exemple 1, les sequences ont ete 
analysees a l'aide du logiciel Geneworks®, sur la derniere 

30 version disponible de la banque de donnees Genebank®. 

Les sequences donees et sequencees a partir de 
ces echantillons correspondent notamment a deux types de 
sequences: un premier type de sequence, retrouve dans la 
majorite des clones (55% des clones issus des isolats POL- 

35 2 des culture PLI-2 , et , 67% des clones issus des isolats 
MS7PG des cultures LM7PC) qui correspond a une famille de 
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sequences "pol" proches mais differentes du retrovirus 
endogene humain denomme ERV-9 ou HSERV-9, et un second 
type de sequence qui correspond a des sequences tres 
fortement homologues a la sequence attribute a un agent 
5 infectant et/ou pathogene denomme precedemment MSRV-2 . 

Le premier type de sequences representant la 
majorite des clones est constitute de sequences dont la 
variability permet de definir quatre sous-families de 
sequences. Ces sous-families sont suffisamment proches 
10 entre elles pour qu'on puisse les considerer comme des 
quasi-especes provenant d'un meme retrovirus, tel que cela 
est bien connu pour le retrovirus HIV-1 (37) , ou comme le 
resultat de 1 1 interference avec plusieurs provirus 
endogenes co-regules dans les cellules productrices . Ces 
15 elements endogenes plus ou moins defectifs sont sensibles 
aux memes signaux de regulation generes eventuellement par 
un provirus replicatif, puisqu'ils appartiennent a la meme 
famille de retrovirus endogenes (38) . Cette nouvelle 
famille de retrovirus endogenes ou, alternativement , cette 
20 nouvelle espece retrovirale dont on a obtenu en culture la 
generation de quasi-especes, et qui contient un consensus 
des sequences decrites ci-dessous est denommee MSRV-1B. 

Dans la figure 2 sont presentees les consensus 
generaux des sequences des differents clones MSRV-1B 
25 sequences lors de cette experience, ces sequences etant 
respectivament identifiees par SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, et SEQ ID N06. Ces sequences presentent une 
homologie en acides nucleiques allant de 70% a 88% avec la 
sequence HSERV9 referencee X57147 et M37638 dans la base 
30 de donnees Genebank®. L'arbre phylogenetique de ces 
sequences est presente dans la figure 3. Dans cette 
figure, les sous-families A, B, C, D representent les 
sequences qui ont ete retrouvees de maniere preponderante 
dans des experiences similaires repetees ulterieurement , 
35 dans les echantillons d'ARN pur de virions purifies a 
partir des isolats MS7PG et POL-2. A partir de ces 
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families de sequences, quatre sequences nucleiques 
"consensus" representatives de differentes quasi-especes 
d'un retrovirus MSRV-1B eventuellement exogene, ou de 
differentes sous-families d'un retrovirus endogene MSRV- 
5 IB, ont ete definies. Ces consensus representatif s sont 
presentes dans la figure 4, avec la traduction en acides 
amines. Une trame de lecture f onctionnelle existe pour 
chaque sous-famille de ces sequences MSRV-1B, et l'on peut 
voir que la trame de lecture ouverte f onctionnelle 
10 correspond a chaque f ois a la sequence en acides amines 
venant en deuxieme ligne sous la sequence en acide 
nucleiques. Le consensus general de la sequence MSRV-1B, 
identifie par SEQ ID N07 et obtenu par cette technique PCR 
dans la region "pol" est presente dans la figure 2. 
15 Le deuxieme type de sequence representant la 

majorite des clones sequences est represents par la 
sequence MSRV-2B presentee dans la figure 5 et identifiee 
par SEQ ID N011. La region amplifiee entre les amorces PCR 
est homologue a une base pres a la sequence MSRV2-A 
20 (SEQ ID NO10 selon Fig.l) interne aux amorces PCR decrite 
dans l'Exemple 1. Les differences observees dans les 
sequences correspondant aux amorces PCR s'expliquent par 
1 'utilisation d f amorces degenerees en melange utilisees 
dans des conditions techniques differentes. 
25 Les sequences MSRV-2A (SEQ ID N010) et MSRV-2B 

(SEQ ID N011) sont a l 1 evidence homologues, voire 
identiques, issues du meme organisme et suffisamment 
divergentes des sequences retrovirales deja decrites dans 
les banques de donnees pour qu'on puisse avancer qu'il 
30 s'agit d'une region de sequence appartenant a un nouvel 
agent infectant, denomme MSRV-2. Cet agent infectant 
s'apparenterait a priori, d'apres l 1 analyse des premieres 
sequences obtenues, a un retrovirus, mais, etant donnee la 
technique utilisee pour obtenir cette sequence, il 
35 pourrait aussi s'agir d'un virus a ADN dont le genome code 
pour une enzyme qui possede accessoirement une activite 
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transcriptase inverse comme c'est le cas, par exemple, 
pour le virus de l 1 hepatite B, HBV (33). De plus, le 
caractere aleatoire des amorces degenerees utilisees pour 
cette technique d 1 amplification PCR peut tres bien avoir 
5 permis, du fait d 1 homologies de sequences imprevues ou de 
sites conserves dans le gene d'une enzyme apparentee, 
1 'amplification d'un acide nucleique provenant d'un agent 
pathogene et/ou co-infectant prokaryote ou eukaryote 
(protiste) • 

10 

EXEMPLE 3: OBTENTION DE CLONES DENOMMES MSRV-1B 
ET MSRV-2B, DEFINISSANT UNE FAMILLE MSRV-1 et MSRV2 , PAR 
AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES REGIONS POL CONSERVEES DES 
RETROVIRUS, SUR DES PREPARATIONS DE LYMPHOCYTES B D'UN 

15 NOUVEAU CAS DE SEP 

La meme technique PCR modifiee d'apres la 
technique de Shih (33) a ete utilisee pour amplifier et 
sequencer le materiel nucleique ARN present dans une 
fraction de virions purifiee au pic d'activite 

20 transcriptase inverse "de type LM7" , sur gradient de 
saccharose selon la technique decrite par H. Perron (34) , 
et selon les protocoles mentionnes dans l 1 exemple 2, a 
partir d'une lignee lymphoblasto'ide spontanee, obtenue par 
auto-immortalisation en culture de lymphocytes B d'un 

25 patient SEP seropositif pour le virus d 1 Epstein-Barr 
(EBV) , apres mise en culture des cellules lymphoides 
sanguine dans un milieu de culture approprie contenant une 
concentration appropriee de cyclosporine A. Une 
representation de l'activite transcriptase inverse dans 

30 les fractions de saccharose prelevees sur un gradient de 
purification des virions produits par cette lignee est 
presentee dans la figure 6. De meme, les surnageants de 
culture d'une lignee B obtenue dans les memes conditions a 
partir d'un temoin exempt de sclerose en plaques ont ete 

35 traites dans les memes conditions, et le dosage de 
l'activite transcriptase inverse dans les fractions du 
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gradient de saccharose s'est avere negatif partout (bruit 
de fond) et est presente dans la figure 7. La fraction 3 
du gradient correspondant a la lignee B de SEP et la meme 
fraction sans activite transcriptase inverse du gradient 
5 temoin non-SEP, ont ete analysees par la meme technique 
RT-PCR que pr ecedemment , derivee de Shih (33), suivie des 
xnemes etapes de clonage et de sequengage tels que decrites 
dans les exemples 1 et 2 . 

II est tout a fait notable que les sequences de 
10 type MSRV-1 et MSRV-2 soient retrouvees dans le seul 
materiel associe a un pic d» activite transcriptase inverse 
"de type LM7 " provenant de la lignee lymphoblastoide B de 
SEP, Ces sequences n'ont pas ete retrouvees avec le 
materiel de la lignee lymphoblastoide B temoin (non-SEP) 
15 dans 26 clones recombinants pris au hasard. Seules les 
sequences contaminantes de type Mo-MuLV provenant de la 
transcriptase inverse commerciale utilisee pour l'etape de 
synthese de l'ADNc et des sequences sans analogie 
retrovirale particuliere ont ete retrouvees chez ce 
20 temoin, du fait de 1 1 amplification "consensus" des 
sequences de polymerases homologues que realise cette 
technique PCR. De plus, 1" absence de cible concentree qui 
fait competition pour la reaction d 1 amplification dans 
l'echantillon temoin permet 1 1 amplification de 
25 contaminants dilues. La difference de resultats est a 
l'evidence hautement significative (chi-2, p<0 / 001). 

EXEMPLE 4: OBTENTION D 1 UN CLONE PSJ17 , 
DEFINISSANT UN RETROVIRUS MSRV-1, PAR REACTION DE 
30 TRANSCRIPTASE INVERSE ENDOGENE SUR UNE PREPARATION DE 
VIRION ISSUE DE LA LIGNEE PLI-2 . 

Cette approche vise a obtenir des sequences d'ADN 
retrotranscrites a partir de 1 1 ARN suppose retroviral dans 
l'isolat, en utilisant 1' activite transcriptase inverse 
35 presente dans ce meme isolat. Cette activite transcriptase 
inverse ne peut theoriquement fonctionner q^en presence 
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d'un ARN retroviral, lie a un ARNt amorce ou hybride a des 
brins courts d'ADN deja retro-transcrits dans les 
particules retrovirales (39)- Ainsi l f obtention de 
sequences retrovirales specif iques dans un materiel 
5 contamine par des acides nucleiques cellulaires, a ete 
optimisee selon ces auteurs grace a 1 1 amplification 
enzymatique specif ique des portions d'ARN viraux par une 
activite transcriptase inverse virale. Les auteurs ont 
pour cela, determine les conditions physico-chimiques 
10 particulieres dans lesquelles cette activite enzymatique 
de transcription inverse sur des ARN contenus dans des 
virions pouvait etre effective in vitro, Ces conditions 
correspondent a la description technique des protocoles 
presentes ci-dessous (reaction de RT endogene, 
15 purification, clonage et sequengage) . 

L'approche moleculaire a consiste a utiliser une 
preparation de virion concentre, mais non purifie, obtenu 
a partir des surnageants de culture de la lignee PLI-2 
prepares selon la methode suivante : les surnageants de 
20 culture sont collectes deux fois par semaine, pre- 
centrifuges a 10 000 trs/min pendant 3 0 minutes pour 
eliminer les debris cellulaires, et ensuite, congeles a 
-80 °C ou utilises tels que pour les etapes suivantes. Les 
surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur un 
25 coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 30 000 trs/min 
dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2h a 4°C. 
Apres elimination dii surnageant, le culot sedimente est 
repris dans un petit volume de PBS et constitue la 
fraction de virion concentre, mais non purifie. Cet 
30 echantillon viral concentre mais non purifie a ete utilise 
pour effectuer une reaction dite de transcription inverse 
endogene, telle que decrite ci-apres : un volume de 200 /xl 
de virion purifie selon le protocole decrit ci-dessus et 
contenant une activite transcriptase inverse d 1 environ 1-5 
35 millions de dpm est decongele a 37 °C jusqu'a apparition 
d'une phase liquide, puis place sur de la glace. Un tampon 
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5 fcis concentre a ete prepare avec les composants 
suivants: Tris-HCl pH 8,2, 500 mM; NaCl 75 mM; MgC12 25 
mM; DTT 75 mM et NP 40 0,10 %. 100 fil de tampon 5X + 25 Ml 
d'une solution de dATP lOOmM + 2 5 Ml d'une solution de 
5 dTTP 100 mM 4- 25 Ml d'une solution de dGTP 100 mM + 25 Ml 
d'une solution de dCTP 100 mM + 100 m! d ' eau distillee 
sterile + 2 00 Ml de la suspension de virions (activite 
T.I, de 5 millions de DPM) dans le PBS ont ete melanges et 
incubes a 42 °C pendant 3 heures. Apres cette incubation le 
.10 melange reactionnel est directement ajoute a un melange 
tamponne phenol/chlorof orme/alcool isoamylique (Sigma ref. 
P 3803) ; la phase aqueuse est collectee et un volume d'eau 
distillee sterile est ajoute a la phase organique pour re- 
extraire le materiel nucleique residuel. Les phases 
15 aqueuses collectees sont regroupees et les acides 
nucleiques contenus sont precipites par addition d 1 acetate 
de sodium 3M, pH 5,2 au 1/10 de volume + 2 volumes 
d'ethanol + 1 j^l de glycogene (Boehringer-Mannheim ref. 
901 393) et mise a -20°C de 1 ' echantillon pendant 4h ou la 
20 nuit a +4°C. Le precipite obtenu apres centrif ugation est 
ensuite lave avec de I'ethanol a 70% et resuspendu dans 60 
ml d'eau distillee. Les produits de cette reaction ont 
ensuite ete purifies, clones et sequences selon les 
protocole decrit ci-apres: des ADN bouts francs avec des 
25 adenines non-appariees aux extremitees ont ete generes: 
une reaction de "remplissage" a d'abord ete effectuee: 
25 fil de la solution d 'ADN precedemment purifiee ont ete 
melanges avec 2 Ml d'une solution 2,5 mM contenant, en 
quantite equimolaire, dATP + dGTP + dTTP + dCTP / 1 fil 
30 d' ADN polymerase T4 (Boehringer-Mannheim ref. 1004 786) / 
5 Ml <* e 10X "incubation buffer for restriction enzyme" 
(Boehringer-Mannheim ref. 1417 97 5) / 1 Ml d'une solution 
a 1% de serum-albumine bovine / 16 Ml d'eau distillee 
sterile. Ce melange a ete incube 20 minutes a 11°C. 50 Ml 
35 de tampon TE et 1 Ml glycogene (Boehringer-Mannheim 

ref. 901 393) y ont ete ajoutes avant extraction des 
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acides nucleiques avec du phenol/chlorof orme/alcool 
isoamylique (Sigma ref. P 3803), et precipitation a 
1' acetate de sodium comme deer it precedemment. L'ADN 
precipite apres centrif ugation est resuspendu dans 10 /xl 

5 de tampon 10 mM Tris pH 7,5. Puis, 5 fil de cette 
suspension ont ete melanges avec 2 0/xl de tampon Taq 5X, 
20 Ml 5mM dATP, 1 /xl (5U) de Taq ADN polymerase 

(Amplitaq™) et 54 /xl d'eau distillee sterile. Ce melange 
est incube 2 h a 75°C avec un film d'huile a la surface de 

10 la solution. L'ADN en suspension dans la solution aqueuse 
prelevee en dessous du film d'huile apres incubation est 
precipite comme decrit precedemment et resuspendu dans 
2 /xl d'eau distillee sterile, L'ADN obtenu a ete insere 
dans un plamide a l'aide du kit TA Cloning™. Les 2 /xl de 

15 solution d'ADN ont ete melanges avec 5 /xl d'eau distillee 
sterile, 1/xl d'un tampon de ligation 10 fois concentre 
"10X LIGATION BUFFER", 2 /xl de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) 
et 1 /xl de "TA DNA LIGASE" . Ce melange a ete incube une 
nuit a 12 °C. Les etapes suivantes ont ete realisees 

20 conformement au instructions du kit TA Cloning® (British 
Biotechnology) . A la fin de la procedure, les colonies 
blanches de bacteries recombinantes (white) ont ete 
repiquees pour etre cultivees et permettre 1' extraction 
des plasmides incorpores selon la procedure dite de 

25 "miniprep" (36) . La preparation de plasmide de chaque 
colonie recombinante a ete coupee par une enzyme de 
restriction appropriee et analysee sur gel d' agarose. Les 
plasmides possedant un insert detecte sous lumiere UV 
apres marquage du gel au bromure d'ethidium, ont ete 

30 select ionnes pour le sequengage de 1' insert, apres 
hybridation avec une amorce complementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA cloning kit®. 
La reaction prealable au sequen<?age a ensuite ete 
effectuee selon la methode preconisee pour 1 'utilisation 

35 du kit de sequengage "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
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ref. 401384) et le sequengage automat ique a ete realise 
avec l^appareil "Automatic Sequencer, modele 373 A" 
Applied Biosystems, selon les instructions du fabricant. 

L 1 analyse discriminante sur les banques de 

5 donnees inf ormatiques des sequences donees a partir des 
fragments d'ADN presents dans le melange react ionnel a 
permis de mettre en evidence une sequence de type 
retroviral. Le clone correspondant PSJ17 a ete entierement 
sequence et la sequence obtenue, presentee dans la figure 

10 8 et identifiee apr SEQ ID N09, a ete analysee a l'aide du 
logiciel "Geneworks®" sur les banques de donnees 
actualisees "Genebank®" . L 1 analyse des banques de donnees 
n'a pas permis de trouver de sequence identique deja 
decrite. Seule une homologie partielle a pu etre retrouvee 

15 avec certains elements retroviraux connus. L' homologie 
relative la plus interessante concerne un retrovirus 
endogene denomme ERV-9, ou HSERV-9, selon les references 
(40) . 

20 EXEMPLE 5: AMPLIFICATION PGR DE LA SEQUENCE 

NUCLEIQUE CONTENUE ENTRE LA REGION 5 1 DEFINIE PAR LE CLONE 
"POL MSRV-1B" ET LA REGION 3 1 DEFINIE PAR LE CLONE PSJ17 . 

Cinq oligonucleotides, M001, M002-A, M003-BCD, 
P004 et POOS, ont ete definis pour amplifier de l'ARN 
25 provenant de virions purifies POL-2 . Des reactions de 
controle ont ete effectuees de maniere a controler la 
presence de contaminants (reaction sur de l'eau). 
L 1 amplification consiste en une etape de RT-PCR selon le 
protocole deer it dans l'Exemple 2, suivie d'une PCR 

30 "nichee" selon le protocole PCR decrit dans le document 
EP-A-0569272 • Dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 
M001 et P004 ou P005 sont utilisees. Dans le deuxieme 
cycle PCR f les amorces M0 02 -A ou MO 03 -BCD, et 1 1 amorce 
P004 sont utilisees. Les amorces sont positionnees comme 

35 suit: 
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M002-A 
M003-BCD 

M001 P004 P005 



ARN 



POL- 2 

< > < 

pol MSRV-1 PSJ17 



Leur composition est: 
10 amorce M001: GGTCITICCICAIGG (SEQ ID N020) 

amorce M002-A: TTAGGGATAGCCCTCATCTCT (SEQ ID N021) 
amorce M003-BCD: TCAGGGATAGCCCCCATCTAT (SEQ ID N022) 
amorce P004: AACCCTTTGCCACTACATCAATTT (SEQ ID N023) 
amorce P005: GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT (SEQ ID N024) 
15 Le produit d 1 amplification "nichee" obtenu et 

denomme M003-P004 est presente dans la figure 9, et 
correspond a la sequence SEQ ID N08. 

EXEMPLE 6: AMPLIFICATION ET CLONAGE D'UNE PORTION 
DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1 A L 1 AIDE D'UNE SEQUENCE DEJA 
20 IDENTIFIEE, DANS UN ECHANTILLON DE VIRUS PURIFIE AU PIC 
D'ACTIVITE TRANSCRIPTASE INVERSE 

Une technique PCR derivee de la technique publiee 
par Frohman (41) a ete utilisee. La technique derivee 
permet, a l'aide d'une amorce specif ique en 3 1 du genome a 
25 amplifier, d'elonguer la sequence vers la region 5' du 
genome a analyser, Cette variante technique est decrite 
dans la documentation de la firme "Clontech Laboratories 
Inc., (Palo-Alto California, USA) fournie avec son produit 
"5 1 -AmpliFINDER™ RACE Kit" , qui a ete utilise sur une 
30 fraction de virion purifie comme deer it precedemment . 

Les amorces 3 1 specif iques utilisees dans le 
protocole du kit pour la synthese du cDNA et 
1' amplification PCR sont respectivement complementaires 
aux sequences MSRV-1 suivantes: 
35 cDNA : TCATCCATGTACCGAAGG (SEQ ID N025) 

amplification : ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT (SEQ ID N026) 
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Les produits issus de la PCR ont ete purifies 
apres purification sur gel d' agarose selon les methodes 
conventionnelles (36), puis resuspendus dans 10 ml d'eau 
distillee. Une des proprieties de la polymerase Taq 

5 consistant a aj outer une adenine a l'extemite 3" de chacun 
des deux brins d 1 ADN , 1 1 ADN obtenu a ete directement 
insere dans un plamide a l'aide du kit TA Cloning™ 
(British Biotechnology). Les 2 jul de solution d 1 ADN ont 
ete melanges avec 5 ill d'eau distillee sterile, 1 /xl d»un 

10 tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 
BUFFER", 2 (JLl de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 fil de "TA 
DNA LIGASE". Ce melange a ete incube une nuit a 12 °C. Les 
etapes suivantes ont ete realisees conformement au 
instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology) . A 

15 la fin de la procedure, les colonies blanches de bacteries 
recombinantes (white) ont ete repiquees pour etre 
cultivees et permettre 1' extraction des plasmides 
incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (36) . La 
preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 

20 ete coupee par une enzyme de restriction appropriee et 
analysee sur gel d' agarose. Les plasmides possedant un 
insert detecte sous lumiere UV apres marquage du gel au 
bromure d'ethidium, ont ete selectionnes pour le 
sequen?age de 1' insert, apres hybridation avec une amorce 

25 complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA Cloning Kit®. La reaction prealable au 
sequen?age a ensuite ete effectuee selon la methode 
preconisee pour 1 1 utilisation du kit de sequen?age "Prism 
ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 

30 kit" (Applied Biosystems, ref. 4 013 84) et le sequen<?age 
automatique a ete realise avec l'appareil "automatic 
sequencer, modele 373 A" Applied Biosystems selon les 
instructions du fabricant. 

Cette technique a d'abord ete appliquee a deux 
35 fractions de virion purifie comme deer it ci-apres, sur 
saccharose a partir de l'isolat "POL-2" produit par la 
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lignee PLI-2 d'une part, et a partir de 1 1 isolat MS7PG 
produit par la lignee LM7PC d 1 autre part: les surnageants 
de cultures sont collectes deux fois par semaine, pre- 
centrifuges a 10 000 trs/min pendant 3 0 minutes pour 

5 eliminer les debris cellulaires, et ensuite, congeles a 
-80 °C ou utilises tels quels pour les etapes suivantes. 
Les surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur 
un coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 
3 0 000 trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) 

10 pendant 2 h a 4°C. Apres elimination du surnageant, le 
culot sedimente est repris dans un petit volume de PBS et 
constitue la fraction de virions concentres, mais non 
purifies, Le virus concentre est ensuite depose sur un 
gradient de sucrose dans un tampon PBS sterile (15 a 50% 

15 poids/poids) et ultracentrif uge a 35 000 trs/min 
(100 OOOg) pendant 12 h a +4°C dans un rotor a godets. 10 
fractions sont recueillies et 20 /xl sont preleves dans 
chaque fraction apres homogeneisation pour y doser 
l'activite transcriptase inverse selon la technique 

20 decrite par H. Perron (24) . Les fractions contenant le pic 
d ! activite RT "de type LM7" sont ensuite diluees dans du 
tampon PBS sterile et ultracentrif ugees une heure a 
3 5 000 trs/min (100 OOOg) pour sedimenter les particules 
virales. Le culot de virion purifie ainsi obtenu est alors 

25 repris dans un petit volume d'un tampon adequat pour 
1' extraction d'ARN. La reaction de synthese de cDNA 
mentionnee plus haut est realisee sur cet ARN extrait de 
virion extracellulaire purifie. L ' amplification PCR selon 
la technique citee plus-haut a permis d'obtenir le clone 

30 Fl-11 dont la sequence identifiee par SEQ ID N02, est 
presentee dans la figure 10. 

Ce clone permet de definir, avec les differents 
clones prealableroent sequences, une region representative 
du gene "pol" du retrovirus MSRV-1, telle que presentee 
35 dans la figure 11. Cette sequence denommee SEQ ID N01 est 
reconstitute a partir de differents clones se recouvrant a 
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leurs extremities, en corrigeant les artefacts lies aux 
amorces et aux techniques d 1 amplification ou de clonage, 
qui interromperaient artif iciellement la trame de lecture 
de l 1 ensemble. 

5 Dans la figure 11, la trame de lecture 

potentielle avec sa traduction en acides amines est 
presentee en dessous de la sequence en acides nucleiques. 

EXEMPLE 7: CAPTURE, AMPLIFICATION ET CLONAGE 

10 D'UNE PORTION DU GENOME MSRV-2 A L 1 AIDE D'UNE SEQUENCE 
DEJA IDENTIFIEE, DANS UNE CULTURE INFECTEE PAR MSRV-2 

Les surnageants d'une culture cellulaire 
exprimant une activite transcriptase inverse "de type LM7" 
similaire a celle decrite par H. Perron (24) ont ete 

15 collectes regulierement pendant plusieurs semaines et 
conserves congeles a -80 °C apres addition de 10% de 
glycerol. L' ensemble des surnageants a ensuite ete 
decongele afin de concentrer les particules infectantes 
par ultracentrifugation et de les purifier par 

20 centrifugation a l'equilibre sur gradient de saccharose; 
1' activite transcriptase inverse a ensuite ete mesuree 
dans les differentes fractions collectees sur le gradient 
selon la methodologie decrite par H. Perron (34) . 

Les differentes fractions representant le pic 

25 d' activite transcriptase inverse ont ete regroupees afin 
d'en extraire les acides nucleiques selon un protocole 
destine a la purification d'ARN (35), mais les acides 
nucleiques extraits n'ont pas ete traites par la DNase. 
Une amplification PCR derivee de la technique decrite par 

30 Shih (33) a ete effectuee directement sur cet echantillon 
d' acides nucleiques non traite par la DNase, selon un 
procede d' amplification d'ARN tel que deer it dans le 
document EP-A-0 569 272, dans un volume total de 100 fil, 
contenant 200 ng d'ARN, 1 Ml d'ARN Guard, 33 /moles de 
35 chaque melange d'amorces (MOP) decrits par Shih (33), et 
identiques a ceux utilises pour la PCR (ADN) directe ; 



WO 95/21256 



PCT7FR95/00142 



42 

0,25 mM de chaqua dNTP, 10 /xl de tampon 10X, 2,5 u 
d' enzyme Tag et 0,4 /xl d 1 enzyme RT (RT-AMV; lOu) sont 
aussi ajoutes aux echantillons. Les cycles d ' amplification 
sont realises comme suit: denaturation de 1 1 ARN 

5 65°C/10 minutes, synthese de I'ADNc 50°C/8 minutes, puis 
les cycles sont identiques a ceux de la PCR decrite par 
Shih (33) . Des reactions de controle ont ete effectuees de 
maniere a controler 1' absence de contaminants (reaction 
sur de 1'eau). Les produits ont ete analyses sur gel 

10 d'acrylamide 10%. 

Les echantillons amplifies par RT-PCR ont ensuite 
ete clones et sequences selon les techniques decrites dans 
l'exemple 1. 

La majorite des clones sequences a partir du 

15 produit de RT-PCR correspond a la sequence MSRV-2A et a 
son equivalente MSRV-2B precedemment decrites dans les 
exemples 1 a 3 . 

Par ailleurs, apres elimination des sequences 
artef actuelles, il s'avere que les autres clones sequences 

20 correspondent a des sequences de type MSRV-1 telles que 
decrites dans les exemples 1 a 3. 

Apres la verification des sequences presentes 
dans ce materiel nucleique provenant de ces fractions 
purifiees contenant des particules infectantes dont au 

25 moins une partie est associee a une activite transcriptase 
inverse, le materiel nucleique restant a ete utilise pour 
effectuer une capture specif ique des acides nucleiques 
portant la sequence MSRV2 prealablement identifiee et 
decrite dans les exemples 1 a 3 . 

30 Dans une etape prealable, le materiel genetique 

portant la sequence MSRV2 a ete amplifie par une technique 
PCR monodirectionnelle de 50 cycles a l'aide d'une seule 
amorce. Cette amorce est couplee a une molecule de biotine 
a son extremite 3 1 , permet 1 1 amplification 

35 monodirectionnelle de 3 1 vers 5 1 et correspond a la 
sequence suivante identifiee sous SEQ ID N038 : 
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5 ' TAAAGATCTAGAATTCGGCTATAGGCGGCATCCGGCAACT 3 1 
Ensuite, la capture a ete effectuee en solution 
avec cies billes magnetiques couplees a 1 1 avidine 
(Dynabeads®) selon les instructions du f abricant (Dynal) 
5 et, apres une serie de lavages a temperature ambiante 
permettant d'eliminer les acides nucleiques non couples a 
une biotine, une PCR a ete effectuee directement sur ces 
billes lavees avec une amorce specif ique en 3 1 et une 
amorce en 5* apportee par une solution d 1 oligonucleotide 

10 de 10 bases (10 mer) avec une sequence aleatoire. 

L 1 amorce d 1 amplification specif ique orientee de 
3 1 vers 5 1 correspond a la sequence identifiee par 
SEQ ID N013: 

5 1 GCATCCGGCAACTGCACG 3 1 

15 La PCR effectuee a 35 °C sur 4 0 cycles avec ces 

amorces a permis d' amplifier le materiel genetique 
specif iquement biotinile par la premiere etape de PCR et 
capture sur les billes Dynabeads®, Apres clonage avec le 
kit "TA cloning" de 1 1 ADN amplifie par cette seconde etape 

20 de PCR et sequen<?age des clones recombinants, selon les 
techniques decrites dans I'Exemple 1, une sequence de 748 
paires de bases a ete obtenue. Cette sequence d' acides 
nucleiques SEQ ID N012 est presentee dans la figure 12. 
Cette sequence elonguee sera denommee ensuite MSRV-2EL1. 

25 La sequence inverse complementaire de 1" amorce 

SEQ ID N013 est presente a I'extremite 3' et est encadree 
sur la figure 12. En amont de cette amorce, on retrouve la 
sequence deja identifiee dans les clones MSRV-2A et MSRV- 
2B. 

30 La traduction en acide amines de cette sequence 

selon les 6 trames de lectures possibles est presentee 

dans la figure 13. 

Un alignement de la sequence MSRV2-A 

(SEQ ID N010) sur la sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) est 
35 presente dans la figure 14. On note que la sequence MSRV- 

2A . est rigoureusement identique a la sequence elonguee, 
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hormis quelques differences dans la region correspondant 
aux amorces degenerees utilisees pour obtenir MSRV-2A. 
Cette region est soulignee dans cette figure ; par 
ailleurs, la region d 1 hybridation de 1' amorce SEQ ID N013, 

5 (hormis la queue de clonage) est encadree, celle de 
1' amorce SEQ ID NO 14 est presentee entre crochets. La 
sequence reelle du genome MSRV-2 dans cette region est 
vraisemblablement celle de MSRV-2EL1, ou elle n»a pas ete 
imposee par des amorces hybridees a basse stringence comme 

10 c'est le cas pour MSRV-2A (et MSRV-2B de meme) . 

La sequence MSRV-2EL1 correspond done a une 
nouvelle region sequencee du genome MSRV-2. Ceci a ete 
verifie a l'aide de nouvelles amorces PCR definies dans 
MSRV-2 ELI et MSRV-2 A qui ont permis une amplification 

15 specifique sur les acides nucleiques utilises pour le 
clonage decrit dans cet exemple. 

Les exemples suivants presentent differents 
resultats d 1 amplifications specif iques MSRV2 qui 
confirment la relation avec la presence d' agent infectant 

20 correspondant dans les cultures cellulaires decrites, pour 
permettre l'isolement d'un virus de type LM7 (24) et, 
aussi, in vivo, chez les patients atteints de SEP. 

Le resultat d 1 interrogation de la banque de 
donnee Genebank®, actualisee en aout 1994, avec la 

25 sequence MSRV-2 ELI ne montre aucune homologie 
significative avec des sequences genetiques connues a ce 
jour. Cependant, 1 1 interrogation des traductions possibles 
en acides amines selon les 6 trames de lecture 
potentielles de cette sequence MSRV-2 ELI , montre des 

30 homologies partielles avec des sequences bacteriennes, 
virales ou cellulaires. 

L' absence d 1 amplification PCR avec des amorces 
specif iques sur de 1 1 ADN humain normal montre qu'il ne 
s'agit pas d'une sequence d'origine cellulaire. MSRV-2 est 

35 done un agent infectant exogene a l'homme. Cependant, la 
nature degeneree des melanges d 1 amorces, utilisees selon 
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des variantes de la technique decrite par Shih (33) , qui 
ont permis 1 1 identification des premiers elements de 
sequence denommes MSRV-2 A et MSRV-2B, peut avoir permis 
1' amplification imprevue d'un genome n ' appartenant pas a 
5 un retrovirus, ni meme a un gene codant pour une ADN- 
polymerase ARN-dependante . La co-detection quasi- 
systematique de MSRV-1 dans les cultures provenant de SEP 
et exprimant une activite transcriptase inverse peut 
s'expliquer par une association pathologique entre deux 
10 agents differents dont I'un au moins est un retrovirus 
(MSRV-1) . 

La detection chez les malades de ces deux types 
de sequences decrite dans les exemples suivants corrobore 
une association pathologique. Cependant un seul de ces 
15 elements peut suffire a expliquer la pathologie induite 
dans la SEP. 

EXEMPLE 8: DETECTION DE SEQUENCES SPECIFIQUES 
MSRV-2 DANS DIFFERENTS E CHANT I LLON S DE CELLULES HUMAINES 
20 PROVENANT DE PATIENTS ATTEINTS DE SEP OU DE TEMOINS 

La sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) a permis de 
definir plusieurs couples d' amorces oligonucleotidiques 
utilisables pour 1 1 amplification d'ADN ou d'ARN specif ique 
par la technique PCR. 
25 Les amorces definies ci-apres ont permis de 

realiser une detection specif ique du genome MSRV-2 dans 
differentes cellules humaines, par une etape de. RT-PCR 
selon un procede d 1 amplification d 1 ARN tel que decrit dans 
le document EP-A-0 569 272. 
30 Les amorces utilisees sont les suivantes: 

- amorce 5 1 , identifiee par SEQ ID N014 
5 ' GTAGTTCGATGTAGAAAGCG 3 1 

- amorce 3 1 , identifiee par SEQ ID N015 
5 1 GCATCCGGCAACTGCACG 3 1 
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La PCR est effectuee selon une succession de 35 
cycles enchalnant, apres 1 1 etape de synthese de l'ADNc, 
1 min, a 94°C / 1 min, a 54°C et 1 min, a 72°C. 

L'ARN total extrait de differents types de 
cellules (35) , sans traitement par la DNase, a ete utilise 
dans cette reaction RT-PCR. 

Dans la figure 15, sont presentes les resultats 
de PCR a partir d'une photographie sous lumiere ultra- 
violette d'un gel d 1 agarose impregne de bromure 
d'ethidium, dans lequel on a effectue une electrophorese 
des produits d 1 amplification PCR deposes separement dans 
les differents puits. 

Le puits numero 1 contient un melange de 
marqueurs de poids moleculaire ADN et les puits 2 a 9 
representent , dans 1 1 ordre les produits amplifies a partir 
des ARN totaux des cellules suivantes: 

2- LM7PC (ECACC n°93010817); 

3- PLI2 (ECACC n°92072201) ; 

4- cellules de medulloblastome humain; 

5- MRC-5 (Fibroblastes humains de poumons 
embryonnaires) ; 

6- cellules mononuclees sanguines humaines de 
donneur sain; 

7- cellules provenant d'un melange de lignees 
lymphoblastoides B derivees du sang peripherique de 
differents patients atteints de SEP; 

8- cellules provenant d'une lignee 
lymphoblastoide B derivee du sang peripherique d'un 
patient atteint de SEP; 

9- temoin ne contenant pas d'acides nucleiques 
(temoin "eau") . 

On peut constater l 1 existence d'une bande d'ADN 
specif ique d' environ 700 paires de bases, correspondant a 
la taille attendue, amplifiee dans les echantillons 
provenant de patients atteints de SEP (LM7PC, PLI2 , 
lignees de lymphocytes B) et non dans les cellules testees 
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provenant des temoins non-atteints de SEP (MRC5, cellules 
mononuclees sanguines et medulloblastome) . 

EXEMPLE 9: DETECTION DE SEQUENCES SPECIFIQUES 
5 MSRV-1 et MSRV-2 DANS DIFFERENTS ECH ANT I LLON S DE PLASMA 
PROVENANT DE PATIENTS ATTEINTS DE SEP OU DE TEMOINS • 

Une technique PCR analogue a celle decrite dans 
l'exemple 8 a ete utilisee pour detecter les genomes 
MSRV-1 et MSRV-2 dans des plasmas obtenus apres 
10 prelevement de sang sur EDTA de patients atteints de SEP 
et de temoins non-SEP. 

L 1 extraction des ARN de plasma a ete effectuee 
selon la technique decrite par P. Chomzynski (35), apres 
addition d'un volume du tampon contenant du guanidinium 
15 thiocyanate a 1 ml de plasma garde congele a -80 °C apres 
recueil. 

Pour MSRV-2, la PCR a ete effectuee dans les 
memes conditions et avec les memes amorces que celles 
decrites dans l'exemple 8. 
20 Cependant des resultats similaires ont aussi ete 

obtenus avec les amorces PCR suivantes dans deux 
amplifications successives par PCR "nichee" sur 
echantillons d'acides nucleiques non-traites par la DNase. 

Les amorces utilisees pour cette premiere etape 
25 de 4 0 cycles avec une temperature d 1 hybridation de 48 °C 
sont les suivantes: 

-amorce 5\ identifiee par SEQ ID N027 
5 1 GCCGATATCACCCGCCATGG 3 1 , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 5', pour une premiere PCR sur 
30 prelevement de patients, 

-amorce 3 f , identifiee par SEQ ID N028 
5 1 GCATCCGGCAACTGCACG 3 1 , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 3 1 , pour une premiere PCR sur 
prelevement de patients 
35 Apres cette etape, 10/ul du produit 

d 1 amplification sont preleves et utilises pour realiser 
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une deuxieme amplification PCR dite "nichee" avec des 
amorces situees a l'interieur de la region deja amplifiee. 
Cette deuxieme etape se deroule sur 3 5 cycles, avec une 
temperature d 1 hybridation des amorces ("annealing") de 
5 50°C. Le volume reactionnel est de 100/il. 

Les amorces utilisees pour cette deuxieme etape 
sont les suivantes: 

-amorce 5', identifiee par SEQ ID N029 
5 1 CGCGATGCTGGTTGGAGAGC 3 1 , correspondant a une 
10 amorce PCR MSRV-2 5 1 , pour une PCR-nichee sur prelevement 
de patients , 

-amorce 3', identifiee par SEQ ID N030 
5 ' TCTCCACTCCGAATATTCCG 3 1 , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 3 1 , pour une PCR-nichee sur prelevement 
15 de patients 

Pour MSRV-l, 1 'amplification a ete effectuee en 
deux etapes. De plus, 1 ' echantillon d'acides nucleiques 
est prealablement traite par la DNase et un controle PCR 
sans RT (transcriptase inverse AMV) est effectue sur les 
20 deux etapes d 1 amplification, de maniere a verifier que 
1 'amplification RT-PCR provient exclusivement de l'ARN 
MSRV-l. En cas de controle sans RT positif, 1 ' echantillon 
aliquote d'ARN de depart est a nouveau traite par la DNase 
et amplifie a nouveau. 
25 Le protocole de traitement par la DNase depourvue 

d'activite RNAse est le -suivant: l'ARN extrait est 
aliquote en presence de "RNAse inhibitor" (Boehringer- 
Mannheim) dans de 1 1 eau traitee au DEPC a une 
concentration finale de 1 /Ltg dans 10 jxl; a ces 10 fil, est 
30 ajoute 1/xl de "RNAse-free DNAse" (Boehringer-Mannheim) et 
1,2 Ml de tampon a pH 5 contenant 0,1 M/l d' acetate de 
sodium et 5 mM/1 de MgS04 ; i e melange est incube 15 min. a 
20 °C et porte a 95 °C pendant 1,5 min. dans un 
"thermocycler" . 

35 La premiere etape de RT-PCR MSRV-l est effectuee 

selon une variante du procede d 1 amplif ication d'ARN tel 
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que decrit dans la demande de brevet n° EP 0 569 272 Al. 
Notamment, l 1 etape de synthese d'ADNc est effectuee a 42 °C 
pendant une heure; 1 ' amplif ication PCR se deroule sur 40 
cycles, avec une temperature d ' hybridation des amorces 
5 ("annealing") de 53 °C. Le volume reactionnel est de 100/il. 

Les amorces utilisees pour cette premiere etape 
sont les suivantes: 

-amorce 5', identifiee par SEQ ID N016 

5 1 AGGAGTAAGGAAACCCAACGGAC 3' 
. 10 -amorce 3', identifiee par SEQ ID N017 

5' TAAGAGTTGCACAAGTGCG 3' 

Apres cette etape, 10^1 du produit 
d 1 amplif ication sont preleves et utilises pour realiser 
une deuxieme amplification PCR dite "nichee" avec des 
15 amorces situees a I'interieur de la region deja amplif iee. 
Cette deuxieme etape se deroule sur 3 5 cycles, avec une 
temperature d 1 hybridation des amorces ("annealing") de 
53 °C. Le volume reactionnel est de 100^1- 

Les amorces utilisees pour cette deuxieme etape 
20 sont les suivantes: 

-amorce 5 1 , identifiee par SEQ ID N018 
5 1 TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 3' 
-amorce 3', identifiee par SEQ ID N019 
5 1 AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 3 ' . 
25 Dans la figure 16, sont presentes les resultats 

de PCR sous forme de photographies sous lumiere ultra- 
violette de gels d 1 agarose impregnes de bromure 
d'ethidium, dans lesquels on a effectue une electrophorese 
des produits d 1 amplif ication PCR deposes separement dans 
30 les differents puits. 

La photographie du haut represente le resultat de 
1 1 amplif ication specif ique MSRV-2: 

le puits numero 8 contient un melange de 
marqueurs de poids moleculaire ADN et les puits 1 a 7 
35 representent , dans l'ordre, les produits amplifies a 
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partir des ARN totaux de plasmas provenant de 4 temoins 
sains exempts de SEP (puits 1 a 4) et de 3 patients 
atteints de SEP, a differents stades de la maladie (puits 
5 a 7) . 

5 Dans cette serie, du materiel nucleique MSRV-2 

est detecte dans le plasma d'un cas de SEP sur les 3 
testes et dans aucun des 4 plasmas temoins. D'autres 
resultats. obtenus sur des series plus etendues confirment 
ces resultats. 

10 La photographie du bas represente le resultat de 

l 1 amplification specif ique par RT-PCR "nichee" MSRV-1: 

le puits n°l contient le produit PCR effectue 
avec de l'eau seule, sans addition de transcriptase 
inverse AMV; le puits n°2 contient le produit PCR effectue 

15 avec de I'eau seule, avec addition de transcriptase 
inverse AMV; le puits numero 3 contient un melange de 
marqueurs de poids moleculaire ADN; les puits 4 a 13 
contiennent, dans l'ordre, les produits amplifies a partir 
des ARN totaux extraits de fractions de gradient de 

20 saccharose (collectees du haut vers le bas) sur lequel un 
culot de virion provenant d'un surnageant de culture 
infectee par MSRV-1 et MSRV-2 a ete centrifuge a 
l'equilibre selon le protocole decrit par Perron (34); 
dans le puits 14 rien n'a ete depose; dans les puits 15 a 

25 17 on a depose les produits amplifies d'ARN extrait de 
plasmas provenant de 3 patients differents atteints de 
SEP, a differents stades de la maladie. 

Le genome retroviral MSRV-1 est bien retrouve 
dans la fraction du gradient de saccharose contenant le 

30 pic d'activite transcriptase inverse mesuree selon la 
technique decrite par H. Perron (24) , avec une tres forte 
intensite (fraction 5 du gradient, deposee dans le puits 
n°8) . Une legere amplification a eu lieu dans la premiere 
fraction (puits n°4) correspondant vraisemblablement a de 

35 1 'ARN libere par des particules lysees qui flottaient a la 
surface du gradient; de meme, des debris aggreges ont 
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sedimente dans la derniere fraction (fond de tube) 
entralnant quelques copies de genome MSRV-1 qui ont donne 
lieu a une amplification de faible intensite. 

Sur les 3 plasmas de SEP testes dans cette serie, 
5 l'ARN MSRV-1 a ete retrouve dans un cas, produisant une 
amplification tres intense (puits n°17) . 

Dans cette serie, le genome ARN retroviral MSRV-1 
correspondant vraisemblablement a des particules de virus 
extracellulaire presentes dans le plasma en nombre 
10 extremement faible, a ete detecte par RT-PCR "nichee" dans 
un cas de SEP sur les 3 testes. D'autres resultats obtenus 
sur des series plus etendues confirment ces resultats. 

De plus, la specif icite des sequences amplifiees 
par ces techniques PCR peut etre verifiee et evaluee par 
15 la technique "ELOSA" telle que decrite par F. Mallet (42) 
et dans le document FR-2 663 040. 

Pour MSRV-1 les produits de la PCR nichee sus- 
decrite peuvent £tre testes dans deux systemes ELOSA 
permettant de detecter separement un consensus A et un 
20 consensus B+C+D de MSRV-1, correspondant aux sous-families 
decrites dans l'exemple 2 et les figures 2, 3 et 4. En 
effet, les sequences proches du consensus B+C+D sont 
retrouvees essentiellement dans les echantillons d 1 ARN 
provenant de virions MSRV-1 purifies a partir de cultures 
25 ou amplifies dans des liquides biologiques extra- 
celluaires de patients SEP, alors que les sequences 
proches du consensus A sont essentiellement retrouvees 
dans l'ADN cellulaire humain normal. 

Le systeme ELOSA/MSRV-1 pour la capture et 
30 1 'hybridation specif ique des produits PCR de la sous- 
famille A utilise un oligonucleotide de capture cpVIA avec 
une liaison amine en 5 1 et un oligonucleotide de detection 
biotinyle dpVIA ayant respect ivement pour sequence: 
- cpVIA identifie par SEQ ID N031 
35 5 1 GATCTAGGCCACTTCTCAGGTCCAGS 3 1 , correspondant a 

1 1 oligonucleotide de capture ELOSA des produits PCR-nichee 
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MSRV-1 effectuee avec les amorces identifiees par 
SEQ ID N016 et SEQ ID N017 , suivie eventuellement de 
1* amplification avec les amorces identifiees par 
SEQ ID N018 et SEQ ID N019 sur prelevement de patients. 
5 - dpVIA identifie par SEQ ID N032 

5 1 C ATCT I TTTGG I C AG G C A I TAG C 3 1 correspondant a 
1' oligonucleotide de capture ELOSA de la sous-f amille A 
des produits PCR-nested MSRV-1 effectuee avec les amorces 
identifiees par SEQ ID N016 et SEQ ID N017 , suivie 
.10 eventuellement de 1 1 amplification avec les amorces 
identifiees par SEQ ID N018 et SEQ ID N019 sur prelevement 
de patients, 

Le systeme ELOSA/MSRV-1 pour la capture et 
l 1 hybridation specif ique des produits PCR de la sous- 
15 famille B+C+D utilise le meme oligonucleotide de detection 
biotinyle dpVIA et un oligonucleotide de capture cpVlB 
avec une liaison amine en 5'ayant pour sequence: 

- dpVlB identifie par SEQ ID N033 

5 ' CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGA 3 1 , correspondant a 
20 1' oligonucleotide de capture ELOSA de la sous-f amille 
B+C+D des produits PCR-nested MSRV-1 effectuee avec 
les amorces identifiees par SEQ ID N016 et SEQ ID NO!7, 
suivie eventuellement de 1 ' amplification avec les amorces 
identifiees par SEQ ID N018 et SEQ ID N019 sur prelevement 
25 de patients. 

Ce systeme de detection ELOSA a permis de 
verifier qu'aucun des produits PCR ainsi amplifies a 
partir de plasmas de patients SEP traites par la DNase ne 
contenait de sequence de la sous-famille A et que tous 
30 etaient positifs avec le consensus des sous-families B, C 
et D. 

Pour MSRV-2, une technique ELOSA similaire a ete 
evaluee sur des isolats provenant de cultures cellulaires 
infectees en utilisant les amorces d 1 amplification PCR 
35 suivantes, 

- amorce 5 f , identifiee par SEQ ID N034 



WO 95/21256 



PCT7FR95/00142 



53 

5 1 AGTGYTRCCMCARGGCGCTGAA 3 ' , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 5 ■ , pour PCR sur prelevement de 
cultures, 

- amorce 3 f , identifiee par SEQ ID N035 
5 5 1 GMGGCCAGCAGSAKGTCATCCA 3 1 , correspondant a une 

amorce PCR MSRV-2 3 1 , pour PCR sur prelevement de 
cultures, 

et les oligonucleotides de capture avec une 
liaison amine en 5 1 cpV2 , et de detection biotinyle dpV2, 
10 ayant pour sequences respectives: 

-cpV2 identifiee par SEQ ID N03 6 

5 GGATGCCGCCTATAGCCTCTAC 3 1 , correspondant a un 
oligonucleotide de capture ELOSA des produits de la PCR 
MSRV-2 effectuee avec les amorces SEQ ID N034 et 
15 SEQ ID N035, ou eventuellement avec les amorces degenerees 
definies par Shih (33), 

-dpV2 identifie par SEQ ID N037 

5 ' AAGCCTATCGCGTGCAGTTGCC 3 1 , correspondant a un 
oligonucleotide de detection ELOSA des produits de la PCR 

20 MSRV-2 effectuee avec les amorces SEQ ID N034 et 
SEQ ID N035, ou eventuellement avec les amorces degenerees 
definies par Shih (33) 

Ce systeme d 1 amplification PCR avec un couple 
d 1 amorces different de ceux qui ont ete precedemment 

25 decrits pour 1 1 amplification sur les echantillons de 
patients, a permis de confirmer 1" infection par MSRV-2 de 
cultures in vitro et d 1 echantillons d'acides nucleiques 
utilises pour les travaux de biologie moleculaire. 

En fin de compte, nos premiers resultats de 

30 detection PCR du genome d 1 agents pathogenes et/ou 
infectants, il est vraisemblable que du "virus" libre peut 
circuler dans le flux sanguin de patients en phase de 
poussee aigue, en dehors du systeme nerveux. Ceci est 
compatible avec 1' existence quasi-systematique de 

35 "breches" dans la barriere hemato-encephalique des 
patients en phase active de SEP. 



WO 95/21256 



PCT7FR95/00142 



54 

II est ainsi dej£ envisageable , grace aux 
decouvertes effectuees et aux methodes mises au point par 
les inventeurs de realiser un diagnostic de 1' infection 
et/ou de la reactivation MSRV-1 et/ou MSRV-2 et d'evaluer 
5 une therapie dans la SEP sur la base de son efficacite a 
"negativer" la detection de ces agents dans les fluides 
biologiques des patients. De plus, la detection precoce 
chez des personnes ne presentant pas encore de signes 
neurologiques de SEP , pourrait permettre d'instaurer un 
.10 traitement d 1 autant plus efficace sur Involution clinigue 
ulterieure qu'il precederait le stade lesionnel qui 
correspond a 1' apparition des troubles neurologiques. Or, 
a ce jour, un diagnostic de SEP ne peut etre etabli avant 
1 1 installation d 1 une symptomatologie neurologique 

15 lesionnelle et, done, aucun traitement n'est instaure 
avant 1 1 emergence d'une clinique evocatrice de lesions du 
systeme nerveux central deja consequentes . Le diagnostic 
d'une infection et/ou reactivation de MSRV-1 et/ou MSRV-2 
chez l'homme est done determinant et la presente invention 

20 en fourni les moyens. 

II est ainsi possible, outre de realiser un 
diagnostic de l 1 infection et/ou de la reactivation MSRV-1 
et/ou MSRV-2 , d'evaluer une therapie dans la SEP sur la 
base de son efficacite a "negativer" la detection de ces 

25 agents dans les fluides biologiques des patients. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERATES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: BIOMERIEUX 

(B) RUE: AUCUNE 

(C) VILLE: MARCY L'ETOILE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 69280 

(ii) TITRE DE L ' INVENTION: SEP EXTENSION 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 38 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1158 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 
CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 
TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 
GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 
CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAGGGATAGC 300 
CCCCATCTAT TTGGCCAGGC ATTAGCCCAA GACTTGAGTC AATTCTCATA CCTGGACACT 360 
CTTGTCCTTC AGTACATGGA TGATTTACTT TTAGTCGCCC GTTCAGAAAC CTTGTGCCAT 420 
CAAGCCACCC AAGAACTCTT AACTTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 480 
AAGGCTCGGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTNAGGGC TAAAATTATC CAAAGGCACC 540 
AGGGCCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGCTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 600 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TGGCATAACA GGTTTCTGCC GAAAACAGAT TCCCAGGTAC 660 
ASCCCAATAG CCAGACCATT ATATACACTA ATTANGGAAA CTCAGAAAGC CAATACCTAT 720 
TTAGTAAGAT GGACACCTAC AGAAGTGGCT TTCCAGGCCC TAAAGAAGGC CCTAACCCAA 780 
GCCCCAGTGT TCAGCTTGCC AACAGGGCAA GATTTTTCTT TATATGCCAC AGAAAAAACA 840 
GGAATAGCTC TAGGAGTCCT TACGCAGGTC TCAGGGATGA GCTTGCAACC CGTGGTATAC 900 
CTGAGTAAGG AAATTGATGT AGTGGCAAAG GGTTGGCCTC ATNGTTTATG GGTAATGGNG 960 
GCAGTAGCAG TCTNAGTATC TGAAGCAGTT AAAATAATAC AGGGAAGAGA TCTTNCTGTG 1020 
TGGACATCTC ATGATGTGAA CGGCATACTC ACTGCTAAAG GAGACTTGTG GTTGTCAG AC 1080 
AACCATTTAC TTAANTATCA GGCTCTATTA CTTGAAGAGC CAGTGCTGNG ACTGCGCACT1140 
TGTGCAACTC TTAAACCC 1158 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 297 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 

CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 

TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 

GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 

CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAAGGGA 297 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

GTTTAGGGAT ANCCCTCATC TCTTTGGTCA GGTACTGGCC CAAGATCTAG GCCACTTCTC 60 
AGGTCCAGSN ACTCTGTYCC TTCAG 65 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 86 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GTTCAGGGAT AGCCCCCATC TATTTGGCCA GGCACTAGCT CAATACTTGA GCCAGTTCTC 60 
ATACCTGGAC AYTCTYGTCC TTCGGT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GTTCARRGA TAGCCCCCATC TATTTGGCCW RGYATTAGCC CAAGACTTGA GYCAATTCTC 60 
ATACCTGGA CACTCTTGTCC TTYRG 85 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
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GTTCAGGGAT AGCTCCCATC T ATTTGG CCT GGCATTAACC CGAGACTTAA GCCAGTTCTY 60 
ATACGTGGAC ACTCTTGTCC TTTGG 85 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 111 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

GTGTTGCCAC AGGGGTTTAR RGATANCYCY CATCTMTTTG GYCWRGYAYT RRCYCRAKAY 60 
YTRRGYCAVT TCTYAKRYSY RGSNAYTCTB KYCCTTYRGT ACATGGATGA C 111 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 645 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

TCAGGGATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGAGT CAATTCTCAT 60 
ACCTGGACAC TCTTGTCCTT CAGTACATGG ATGATTTACT TTTAGTCGCC CGTTCAGAAA 120 
CCTTGTGCCA TCAAGCCACC CAAGAACTCT TAACTTTCCT CACTACCTGT GGCTACAAGG 180 
TTTCCAAACC AAAGGCTCGG CTCTGCTCAC AGGAGATTAG ATACTNAGGG CTAAAATTAT 240 
CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCCTCATC 300 
CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC TTGGCATAAC AGGTTTCTGC CGAAAACAGA 360 
TTCCCAGGTA CASCCCAATA GCCAGACCAT TATATACACT AATTANGGAA ACTCAGAAAG 420 
CCAATACCTA TTTAGTAAGA TGGACACCTA CAGAAGTGGC TTTCCAGGCC CTAAAGAAGG 480 
CCCTAACCCA AGCCCCAGTG TTCAGCTTGC CAACAGGGCA AGATTTTTCT TTATATGCCA 540 
CAGAAAAAAC AGGAATAGCT CTAGGAGTCC TTACGCAGGT CTCAGGGATG AGCTTGCAAC 600 
CCGTGGTATA CCTGAGTAAG GAAATTGATG TAGTGGCAAA GGGTT 645 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 741 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

CAAGCCACCC AAGAACTCTT AAATTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 60 
AAGGCTCAGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTTAGGGT TAAAATTATC CAAAGGCACC 120 
AGGGGCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGGTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 180 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TAGCATGATC AGGTTTCTGC CGAAAACAAG ATTCCCAGGT 240 
ACAACCAAAA TAGCCAGACC ATTATATACA CTAATTAAGG AAACTCAGAA AGCCAATACC 300 
TATTTAGTAA GATGGACACC TAAACAGAAG GCTTTCCAGG CCCTAAAGAA GGCCCTAACC 360 
CAAGCCCCAG TGTTCAGCTT GCCAACAGGG CAAGATTTTT CTTTATATGG CACAGAAAAA 420 
ACAGGAATCG CTCTAGGAGT CCTTACACAG GTCCGAGGGA TGAGCTTGCA ACCCGTGGCA 480 
TACCTGAATA AGGAAATTGA TGTAGTGGCA AAGGGTTGGC CTCATNGTTT ATGGGTAATG 540 
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GNGGCAGTAG CAGTCTNAGT ATCTGAAGCA 
GTGTGGACAT CTCATGATGT GAACGGCATA 
GACAACCATT TACTTAANTA TCAGGCTCTA 
ACTTGTGCAA CTCTTAAACC C 



60 

GTTAAAATAA TACAGGGAAG AGATCTTNCT 600 
CTCACTGCTA AAGGAGACTT GTGGTTGTCA 660 
TTACTTGAAG AGCCAGTGCT GNGACTGCGC 720 

741 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

TGGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGCCGCCTAT 60 
AGCCTCTACA TGGATGACAT CCTGCTGGCC TCC 93 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 96 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

TTGGATCCAG TGYTGCCACA GGGCGCTGAA GCCTATCGCG TGCAGTTGCC GGATGCCGCC 60 
TATAGCCTCT ACGTGGATGA CCTSCTGAAG CTTGAG 96 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 748 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

TGCAAGCTTC ACCGCTTGCT GGATGTAGGC CTCAGTACCG GNGTGCCCCG CGCGCTGTAG 60 
TTCGATGTAG AAAGCGCCCG GAAACACGCG GGACCAATGC GTCGCCAGCT TGCGCGCCAG 120 
CGCCTCGTTG CCATTGGCCA GCGCCACGCC GATATCACCC GCCATGGCGC CGGAGAGCGC 180 
CAGCAGACCG GCGGCCAGCG GCGCATTCTC AACGCCGGGC TCGTCGAACC ATTCGGGGGC 240 
GATTTCCGCA CGACCGCGAT GCTGGTTGGA GAGCCAGGCC CTGGCCAGCA ACTGGCACAG 300 
GTTCAGGTAA CCCTGCTTGT CCCGCACCAA CAGCAGCAGG CGGGTCGGCT TGTCGCGCTC 360 
GTCGTGATTG GTGATCCACA CGTCAGCCCC GACGATGGGC TTCACGCCCT TGCCACGCGC 420 
TTCCTTGTAG ANGCGCACCA GCCCGAAGGC ATTGGCGAGA TCGGTCAGCG CCAAGGCGCC 480 
CATGCCATCT TTGGCGGCAG CCTTGACGGC ATCGTCGAGA CGGACATTGC CATCGACGAC 540 
GGAATATTCG GAGTGGAGAC GGAGGTGGAC GAAGCGCGGC GAATTCATCC GCGTATTGTA 600 
ACGGGTGACA CCTTCCGCAA AGCATTCCGG ACGTGCCCGA TTGACCCGGA GCAACCCCGC 660 
ACGGCTGCGC GGGCAGTTAT AATTTCGGCT TACGAATCAA CGGGTTACCC CAGGGCGCTG 720 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CCGGATGC 748 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13 
GCATCCGGCA ACTGCACG 18 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14 
GTAGTTCGAT GTAGAAAGCG 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15 
GCATCCGGCA ACTGCACG 18 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16 
AGGAGTAAG GAAACCCAACG GAC 23 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 



TAAGAGTTGC ACAAGTGCG 19 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: 24 nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 24 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUES: 

(B) EMPLACEMENT: 5, 7, 10, 13 

(D) AUTRE S INFORMATIONS: G repr^sente l'inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 20: 
GGTCGTGCCG CAGGG 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
TTAGGGATA GCCCTCATCTC T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR; 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULES ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 24 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24 
GCGTAAGGAC TCCTAGAGCTA TT 22 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25 
TCATCCATGT ACCGAAGG 18 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 6 
ATGGGGTTCC CAAGTTCCCT 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27 
GCCGATATCA CCCGCCATGG 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 28: 

(i) CARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28 
GCATCCGGCA ACTGCACG 18 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID MO: 29 X 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29 
CGCGATGCTG GTTGGAGAGC 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30 
TCTCCACTCC GAATATTCCG 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 31: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 31 
GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS 26 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUES: 

(B) EMPLACEMENT: 6, 12 , 19 

(D) AUTRE S INFORMATIONS: G represente l'inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32 
CATCTGTTTG GGCAGGCAGT AGC 23 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33 
CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA 24 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34 
AGTGYTRCCM CARGGCGCTG AA 22 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35 
GMGGCCAGCA GSAKGTCATC CA 22 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36 
GGATGCCGCCT ATAGCCTCTAC 20 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 37: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CC 22 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 38: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 
TAAAGATCTA GAATTCGGCT ATAGGCGGCA TCCGGCAAGT 40 
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RE VEND I CAT IONS 
1/ Composition comprenant deux agents pathogenes 
et/ou infectants, a I'etat isole ou purifie, associes a la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier agent qui 
5 consiste en un virus humain, possedant une activite 
transcriptase inverse, et apparente a une famille 
d 1 elements retroviraux endogenes, ou un variant dudit 
virus, et un second agent, ou un variant dudit second 
agent, ces deux agents pathogenes et/ou infectants etant 
. 10 issus d'une meme souche virale choisie parmi les souches 
denommees respectivement P0L-2, deposee le 22.07.1992 
aupres de I'ECACC sous le numero d'acces V92072202 et 
MS7PG deposee le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numero 
d'acces V93010816, et parmi leurs souches variantes. 
15 2/ Composition comprenant deux agents pathogenes 

et/ou infectants, a I'etat isole ou purifie, associes a la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier agent consistant 
en un virus humain possedant une activite transcriptase 
inverse, et apparente a une famille d f elements retroviraux 
20 endogenes, ou un variant dudit virus, et un second agent, 
ou un variant dudit second agent, ces deux agents 
pathogenes et/ou infectants etant produits par une meme 
lignee cellulaire choisie parmi les lignees denommees 
respectivement PLI-2 deposee le 22.07.1992 aupres de 
25 I'ECACC sous le numero d'acces 92072201 et LM7PC deposee 
le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces 
93010817, et par toutes cultures cellulaires infectees 
susceptibles de produire au moins l'un ou 1 ' autre des 
agents pathogenes et/ou infectants, et/ou leurs variants. 
30 3/ Composition comprenant deux agents pathogenes 

et/ou infectants, a I'etat isole ou purifie, a savoir un 
premier agent consistant en un virus, ou un variant dudit 
virus, dont le genome comprend une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
35 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , leurs sequences complementaires , 
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et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 50 % et pref erentiellement au 
moins 7 0 % d 1 homologie avec une sequence nucleotidique 
5 choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , et leurs sequences 

complementaires, et un second agent pathogene et/ou 
infectant, dont le genome comprend une sequence 

10 nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, et 
SEQ ID N012, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes , notamment les sequences 
nucleotidiques presentant , pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 70 % et pref erentiellement au 

15 moins 90 % d 1 homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, et SEQ ID N012, et 
leurs sequences complementaires. 

4/ Procede de detection d'un premier agent 
pathogene et/ou infectant, et/ou d'un second agent 

20 pathogene et/ou infectant, associes a la sclerose en 
plaques, caracterise en ce qu'on met en oeuvre au moins un 
fragment nucleique, a savoir un premier fragment dont la 
sequence nucleotidique comprend une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 

25 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , leurs sequences complementaires, 
et leurs sequences equivalentes, notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 50 % et de preference au 

30 moins 70 % d f homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08 , SEQ ID N09 , et leurs sequences 

complementaires, et/ou un second fragment dont la sequence 

35 nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 
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sequences complementaires, et leurs sequences 

equivalentes, notammment les sequences nucleotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 70 % et de preference au moins 90 % d'homologie avec 
5 une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012, et leurs sequences 

complementaires, chacun desdits fragments etant notamment 
une sonde. 

5/ Composition diagnostique, prophylactique ou 
10 therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins un fragment nucleique, a savoir un premier fragment 
nucleique dont la sequence nucleotidique comprend une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , SEQ ID N05, 

15 SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08 , SEQ ID N09, leurs 
sequences complementaires , et leurs sequences 

equivalentes/ notammment les sequences nucleotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 50 % et de preference au moins 70 % d'homologie avec 
20 une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04, SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08 , SEQ ID N09 , et leurs 
sequences complementaires, et/ou un second fragment 
nucleique dont la sequence nucleotidique comprend une 
25 sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs sequences complementaires, 
et leurs sequences equivalentes, notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 70 % et de preference au 
30 moins 90 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, et 
leurs sequences complementaires. 

6/ Procede pour detecter et/ou identifier une 
association d 1 agents pathologiques et/ou infectants, 
35 associes a la sclerose en plaques, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'on met en contact un ARN 



WO 95/21256 PCT7FR95/00142 



70 

et/ou un ADN presume appartenir a au moins undit agent 
pathologique et/ou infectant, et/ou leur ARN et/ou ADN 
complementaire, avec une composition comprenant un premier 
fragment nucleotidique et un second fragment 

5 nucleotidique, la sequence nucleotidique dudit premier 
fragment comprenant une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02 , SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, leurs sequences complementaires , et leurs 

10 sequences equivalentes , notammment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 50 % et de preference au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 

15 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , et leurs sequences 

complementaires, et la sequence nucleotidique dudit second 
fragment comprenant une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs 

20 sequences complementaires, et leurs sequences 
equivalentes, notammment les sequences nucleotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 70 % et de preference au moins 90 % d'homologie avec 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 

25 SEQ ID N011, SEQ ID N012, et leurs sequences 

complementaires . 

7/ Procede de detection dans un echantillon 
biologique d'un premier agent pathologique et/ou 
infectant, et/ou d'un second agent pathologique et/ou 

30 infectant, associes a la sclerose en plaques, caracterise 
en ce qu'on met en oeuvre ane composition comprenant un 
premier polypeptide code de maniere partielle ou totale 
par le premier fragment nucleotidique defini a la 
revendication 4, et/ou un second polypeptide code de 

35 maniere partielle ou totale par le deuxieme fragment 
nucleotidique defini a la revendication A. 
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8/ Composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend le 
premier polypeptide et/ou le second polypeptide, definis a 
la revendication 7. 
5 9/ Composition diagnostique, prophylactique ou 

therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
premier ligand, notamment anticorps, specif ique du premier 
polypeptide , et/ou un second 1 igand , notamment ant icorps , 
specif ique du second polypeptide, lesdits premier et 
10 second polypeptides etant definis a la revendication 7. 

10/ Lignee cellulaire, denommee PLI-2, telle que 
deposee le 22.07.1992, aupres de I 1 ECACC sous le numero 
d'acces 92072201, ou toute lignee cellulaire derivee, ou 
toute progeniture de cette lignee, pour autant que ces 
15 lignees et progenitures soient capables de produire un 
anticorps obtenu a partir de la dite lignee PLI-2, ou tout 
autre anticorps presentant une reaction immunologique 
croisee avec ledit anticorps. 

11/ Souche virale, denommee POL-2 telle que 
20 deposee le 22.07.1992, aupres de 1 1 ECACC sous le numero 
d'acces V92072202, ou toute souche derivee, ou toute 
progeniture de cette souche, pour autant que ces souches 
et progenitures soient capables de produire un antigene 
obtenu a partir de la dite souche POL-2, ou tout autre 
25 antigene presentant une reaction immunologique croisee 
avec ledit antigene. 

12/ Lignee cellulaire, denommee LM7PC, telle que 
deposee le 08.01.1993, aupres de 1 1 ECACC sous le numero 
d'acces 93010817, ou toute lignee cellulaire derivee, ou 
30 toute progeniture de cette lignee, pour autant que ces 
lignees et progenitures soient capables de produire un 
anticorps obtenu a partir de la dite lignee LM7PC, ou tout 
autre anticorps presentant une reaction immunologique 
croisee avec ledit anticorps. 
35 13/ Souche virale, denommee MS7PG, telle que 

deposee le 08.01.1993, aupres de 1 1 ECACC sous le numero 
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d'acces V93010816, ou toute souche derivee, ou toute 
progeniture de cette souche, pour autant que ces souches 
et progenitures soient capables de produire un antigene 
obtenu a partir de la dite souche MS7PG, ou tout autre 
5 antigene presentant une reaction immunologique croisee 
avec ledit antigene. 

14/ Materiel viral, a l'etat purifie ou isole, 
possedant une activite transcriptase inverse, associe a 
une famille d' elements retroviraux endogenes, et associe a 
.10 la sclerose en plaques, issu d'une souche virale possedant 
une activite transcriptase inverse, choisie parmi l'une 
quelconque des souches des revendications 11 et 13 , et les 
souches variantes consistant en des virus comprenant au 
moins un antigene qui est reconnu par au moins un 
15 anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant 
de l'un ou 1' autre des virus des souches virales POL- 2 et 
MS7PG precitees. 

15/ Materiel viral, a l'etat purifie ou isole, 
possedant une activite transcriptase inverse, associe a 
20 une famille d' elements retroviraux endogenes, associe a la 
sclerose en plaques, produit par l'une quelconque des 
lignees cellulaires des revendications 10 et 12, ou par 
toute culture cellulaire infectee susceptible de produire 
un virus comprenant au moins un antigene qui est reconnu 
25 par au moins un anticorps dirige contre au moins un 
antigene correspondant de l'un ou l 1 autre des virus 
produits par les lignees PLI-2 et LM7PC precitees. 

16/ Materiel viral caracterise en ce que son 
genome comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
30 SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID h08 , 

SEQ ID N09, leurs sequences complementaires , et leurs 
sequences equivalentes , notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
35 monomeres contigus, au moins 50 % et pref erentiellement au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
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choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , et leurs sequences 

complementaires . 
5 17/ Materiel retroviral, associe a la sclerose en 

plaques, caracterise en ce que le gene pol de son genome 
comprend une sequence nucleotidique equivalente avec, et 
notamment presentant au moins 50 % d'homologie, de 
preference au moins 65% d'homologie avec une sequence 
.10 nucleotidique appartenant au gene pol du genome du 
retrovirus ERV-9 ou HSERV-9. 

18/ Materiel retroviral associe a la sclerose en 
plaques, caracterise en ce que le gene pol de son genome 
code pour une sequence peptidique presentant au moins 
15 50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence peptidique codee par le gene pol du genome du 
retrovirus ERV-9 ou HSERV-9. 

19/ Materiel retroviral associe a la sclerose en 
plaques, caracterise en ce que le gene pol de son genome 
20 code pour une sequence peptidique presentant, pour toute 
suite contigue d'au moins 3 0 acides amines, au moins 50 % 
et de preference au moins 7 0 % d'homologie avec une 
sequence peptidique codee par une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02 , SEQ ID N03, 
25 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

complementaires . 

2 0/ Fragment nucleotidique, dont la sequence 
nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie 
30 parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes , notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
35 monomeres contigus, au moins 50%, et de preference au 
moins 70% d'homologie, avec une sequence choisie parmi 
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SEQ ID N01, SEQ ID N02 , SEQ ID N03 , SEQ ID N04 , 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, et leurs sequences complementaires. 

21/ Amorce specif ique pour 1 1 amplification par 
5 polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral 
selon l'une quelconque des revendications 14 a 19, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la 
.10 revendication 2 0 , notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
moins 70% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment. 

22/ Amorce selon la revendication 21, 

15 caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N016, SEQ ID N017, 
SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, 
SEQ ID N022, SEQ ID N023 , SEQ ID N024, SEQ ID N025, 
SEQ ID N026, SEQ ID N031, SEQ ID N032, SEQ ID N033, et 

20 leurs sequences complementaires. 

23/ Sonde susceptible de s'hybrider 

specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un materiel viral 
selon l'une quelconque des revendications 14 a 19, 
caracterisee ce qu'elle comprend une sequence 

25 nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la 
revendication 20, notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
moins 70% d'homologie avec au moins une partie dudit 

30 fragment . 

24/ Sonde selon la revendication 23, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, 
SEQ ID N07, SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, 
35 SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, 
SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025, SEQ ID N026, 
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SEQ ID N031, SEQ ID N032, SEQ ID N033, et leurs sequences 
complementaires . 

25/ Utilisation d'une sonde selon la 

revendication 23 ou 24, ou d'une amorce selon la 
5 revendication 21 ou 22, pour detecter, separer, ou 
identifier, dans un echantillon biologique, un materiel 
viral selon l'une quelconque des revendications 14 a 19. 

2 6/ Procede pour detecter, separer, ou 
identifier, dans un echantillon biologique, le matetiel 
10 viral selon l'une des revendications 14 a 19, caracterise 
en ce qu'on met en contact un ARN et/ou un ADN presume 
appartenir audit virus, et/ou leur ADN et/ou ARN 
complementaires, avec au moins une sonde selon la 
revendication 24. 
15 27/ Procede selon la revendication 26 caracterise 

en ce que, avant de mettre en contact 1 'ARN et/ou 1 'ADN ou 
leur ADN et/ou ARN complementaire, avec la sonde, on 
hybride ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
d 1 amplification selon la revendication 22, et on amplifie 
20 ledit ARN et/ou ADN. 

28/ Procede pour quantifier, dans un echantillon 
biologique, 1' expression d'un materiel viral, associe a la 
sclerose en plaques, selon l'une des revendications 14 a 
19, caracterise en ce qu'on met en contact un ARN et/ou un 
25 ADN specifique audit virus et/ou leur ADN et/ou ARN 
complementaires, avec au moins une sonde selon la 
revendication 24, eventuellement on amplifie et on detecte 
ledit ARN et/ou ADN. 

29/ Agent pathogene et/ou infectant, a 1'etat 
30 purifie ou isole, different du materiel viral selon l'une 
des revendications 14 a 19, associe a la sclerose en 
plaques, issu d'une souche virale choisie parmi l'une 
quelconque des souches des revendications 11 et 13, et les 
souches variantes consistant en des agents pathogenes 
35 et/ou infectants comprenant au moins un antigene qui est 
reconnu par au moins un anticorps dirige contre au moins 
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un antigene correspondant de l'un ou 1 1 autre des agents 
pathogenes et/ou infectants des souches virales POL-2 et 
MS7PG precitees, respectivement differents de l'un ou 
1' autre materiel viral desdites souches. 

5 30/ Agent pathogene et/ou infectant, a 1' etat 

purifie ou isole, different du materiel viral selon I'une 
des revendications 14 a 19 , associe a la sclerose en 
plaques, produit par I'une quelconque des lignees 
cellulaires des revendications 10 et 12, et par toute 

10 culture cellulaire infectee susceptible de produire un 
agent pathogene et/ou infectant comprenant au moins un 
antigene qui est reconnu par au moins un anticorps dirige 
contre au moins un antigene correspondant de l'un ou 
1' autre des agents pathogenes et/ou infectants produits 

15 par les lignees PLI-2 et LM7PC precitees, respectivement 
differents de l'un ou 1' autre materiel viral desdites 
souches . 

31/ Agent pathogene et/ou infectant caracterise 
en ce qu'il comprend un acide nucleique comprenant une 

20 sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, 
SEQ ID N011, SEQ ID N012 , leurs sequences complementaires, 
et leurs sequences equivalentes , notamment les sequences 
nucleotidiques, presentant au moins 70 % et 
pref erentiellement au moins 90 % d'homologie avec une 

25 sequence nucleotidique comprenant une sequence choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID- N011, SEQ ID N012 et leurs 
sequences complementaires . 

32/ Fragment nucleotidique, caracterise en ce 
qu'il comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 

30 SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, leurs sequences 
complementaires, et leurs sequences equivalentes, 
notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour 
toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 70%, et de 
preference au moins 90% d'homologie, avec une sequence 

35 choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, et 
leurs sequences complementaires. 
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33/ Amorce specif ique pour 1 1 amplification par 
polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un agent pathogene 
et/ou infectant selon l'une quelconque des revendications 
29 a 31, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 

5 nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la 
revendication 32 , notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 

10 fragment. 

34/ Amorce selon la revendication 33, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, 
SEQ ID N015, SEQ ID N027, SEQ ID N028, SEQ ID N029, 

15 SEQ ID N030, SEQ ID N034, SEQ ID N035, SEQ ID N036, 
SEQ ID N037, et leurs sequences complementaires. 

35/ Sonde susceptible de s'hybrider 

specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un agent pathogene 
et/ou infectant selon l'une quelconque des revendications 

20 29 a 31, caracterisee ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la 
revendication 32, notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 

25 moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment. 

36/ Sonde selon la revendication 35, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N013, SEQ ID N014, 

30 SEQ ID N015, SEQ ID N027, SEQ ID N028, SEQ ID N029, 
SEQ ID N030, SEQ ID N034 , SEQ ID N035, SEQ ID N036, 
SEQ ID N037, et leurs sequences complementaires. 

37/ Utilisation d'une sonde selon la 
revendication 3 5 ou 36, et/ou d'une amorce selon la 

35 revendication 33 ou 34, pour detecter et/ou identifier, 
dans un echantillon biologique, un agent pathologique 
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et/ou infectant selon l'une quelconque des revendications 
29 a 31. 

38/ Procede pour detecter, separer ou identifier, 
dans un echantillon biologique, 1 1 agent pathogene et/ou 
5 infectant selon l'une quelconque des revendications 29 a 
31, caracterise en ce qu'on met en contact un ARN et/ou un 
ADN presume appartenir audit agent, et/ou leur ADN et/ou 
ARN complementaires, avec au moins une sonde selon la 
revendication 36. 
.10 39/ Procede selon la revendication 3 8 caracterise 

en ce que, avant de mettre en contact 1 'ARN et/ou 1 'ADN ou 
leur ADN et/ou ARN complementaire, avec la sonde, on 
hybride ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
d' amplification selon la revendication 34, et on amplifie 
15 ledit ARN et/ou ADN. 

40/ Procede pour quantifier, dans un echantillon 
biologique, 1' expression d'un agent infectant et/ou 
pathogene associe a la sclerose en plaques, selon l'une 
quelconque des revendications 29 a 31, caracterise en ce 
20 qu'on met en contact un ARN et/ou un ADN specif ique audit 
agent et/ou leur ADN et/ou ARN complementaires, avec au 
moins une sonde selon la revendication 36, et on amplifie 
ledit ARN et/ou ADN. 

41/ Composition diagnostique, prophylactique ou 
25 therapeutique, notamment pour inhiber 1' expression d'au 
moins un agent pathogene et/ou infectant associe a la 
sclerose en plaques, 1 caracterisee en ce qu'elle comprend 
au moins une sonde selon la revendication 23 ou 24, ou une 
sonde selon la revendication 3 5 ou 36, et/ou au moins une 
30 amorce selon la revendication 21 ou 2 2 ou une amorce selon 
la revendication 33 ou 34. 

42/ ARN ou ADN, et notamment vecteur de 
replication, comprenant un fragment selon la revendication 
20 et/ou un fragment selon la revendication 32. 
35 43/ Polypeptide, ayant au moins 5, et de 

preference 10 acides amines, code par toute sequence 
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nucleotidique du genome d'un agent pathogene et/ou 
infectant associe a la sclerose en plaques, caracterise en 
ce qu'il est code par au moins une partie d'un fragment 
nucleotidique selon la revendication 2 0 ou d'un fragment 
5 nucleotidique selon la revendication 32. 

44/ Composition diagnostique, et/ou therapeutique 
et/ou prophylactique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
au moins un polypeptide selon la revendication 43. 

45/ Composition diagnostique, et/ou 

.10 therapeutique, et/ou prophylactique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un ligand, notamment anticorps, 
specif ique d'au moins un polypeptide selon la 
revendication 43. 
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FIG1 

pol SUm 1GCCACAG3G GGCTCAAG3C TMD90GIGC AGTIGOCQGA 50 

pol SHIH UQXCTCmr AGOCTCIftCA TO3MGACAT cctociqgjoc TOC 93 
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FIG2 



GTTTM33GAT MCQCTCATC TCTTTQ3TCA. GGmCIGGCC CAAGATCTAG 
GCCACTICIC AGGICCAGSN ACTCTCIYCC TICAG 85 



50 



GTICAGGGAT AOOCCCCATC TATTIGGCCA GGCACTAGCT CAATTiCTIGA 50 
GOGAGTICTC ATAOCTQ3AC AYTCTYGTCC TIGG3T 86 

S£4 /£> A/0 4 

GT1CARRGAT AGCOOOCATC TATTTQ03CW BGXATEaGOC CAAGACTIGA 50 
GYCAA.TICIC MRCCT3GfiC ACTCTTOTOC TKRG 85 

S£Q ID NO 5 

GTICAG33\T AGCIOCCA.1C TATTIQ3CET G3ZA.TTAACC OGAGACTIAA. 50 

Goea L?riL ' iY aaaosrocac j cictiuiuj ' mm 85 



S£<? ij> no 6 



Ocnsensus 
Ocnsensus 
Ocnsensus 



GTCTIGOCAC AGGGGTITAR RGA.TANZYCY CATCIMITIG GYCWRGHAYT 
KFCYCRAKAY YIRRGYCAVT 1CIYAKRYSY RGSN&YICTB KXCXLTIYRGT 
ACAIGGAIGA C 
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CONSENSUS A F IG 4 



GTTTAGGGATAGCCC TCATCTCTTTGGTCA GGTACTGGCCCAAGA TCTAGGCCACTTC T C 
V G.P SSLWS GTGPR SRPLL 
FRDSP HLFGQ VLA Q-D LGHFS 
LGIAL ISLV.R YWPKI . A T S Q 

AGGTCCAGGCACTa GTTCCTTCAG 
RSRHS VP. S 
GPGTL FLQ 
V Q A L C S F 

CONSENSUS B 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCAGTTCTC 
V QG P PSIWP GTSSI LEPVL 
FRDSP HLFGQ ALAQY LSQFS 
SGIAP IYLAR H.LNT .ASSH 



ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCGGT 
IPGHS CPS 
YLDTL VLR 
TWT LLSFG 

CONSENSUS C 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCATTAGCCCAAGA CTTGAGTCAATTCTC 
VQG.P PSIWP GISPR LESIL 
FRDSP HLFGQ ALAQD LSQFS 
SGIAP IYLAR H.PKT .VNSH 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCAG 
IPGHS CPS 
YLDTL VLQ 
T W T L L S F 

CONSENSUS D 

GTTCAGGGATAGCTC CCATCTATTTGGCCT GGCATTAACCCGAGA CTTAAGCCAGTTCTC 
VQG.L PSIWP GINPR LKPVL 
FRDSS HLFGL ALTRD LSQFS 
SGIAP IYLAW H.PET .ASSH 

ATACGTGGACACTCT TGTCCTTTGG 
IRGHS CPL 
Y VDTL VLW 
T W T L L S F 
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FIG 5 

Consensus TIGGATCCAG 1GYTO0CACA GOGGGCTCAA GOCTMOGOS TOCAGTIGOC 50 
Consensus G3ATCCCGX TATftGOCTCT AOGT3GA1GA CCTSCTGAAG CTIGAG 96 

SEQ ID HO 11 
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FEUILLE DE EMPLACEMENT (REGIE 26) 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FIG8 
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CAAQDCACQC AAGAACTCTT AAATTTOCIC PCIPCCTGTG GCTM^GTT 
TTOCftAAOCA AAQQCICROC TCIGCICACA GGAGMTftGA TaCTI&G3Grr 
TORATMi: CAAAGCCAOC MQOXiav GIGMGAftCG -miOCRGXT 
ATOCIQ3GTT ATOZICATDC CAAAAOCCIA AAQCAACIAA GAQ33TICCT 
TJ^TCATC AG3TTICIG2 GGAAAACAftG ATICCCAGGT ACAAOCAAAA 

MTODOaCA CT\Kn»fiG3 AAACICAGAA NSXMOUX: 300 
TOTITOCTA «mAftCAGAAG OZTITCnAGC OXTf^ffA 

QQXCnVftOC CMGQOOCBG TCCTCftGCir GOCMCftGGG CAftGKiTrrr 
CTTCflATOS OOGWAAA ACAG3^TO3 CTCIRGGftGT OCTDOCRG 
CTOOGRGGGA TCRGOTCA AXOSTOGC^ TOCCTCftKIA AGGftMIIGA 500 
UUi a LflGSCA AaG33nG32 CICAINjTTT ATO33IAKIG QGQCftGiaG 550 
CW3ICTNEGT ATCTOAAOIA T?0¥33G&aG AGMCTDCT 600 
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AUTHORITY 
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